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Resumen 
A continuación se presenta un resumen de la presente tesis. 
El capítulo I comprende una introducción general dividida en dos secciones 
principales. En la primera de ellas se tratan los principales aspectos de la 
espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS, 
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) para la determinación de la 
composición elemental e isotópica de metales y metaloides. En la segunda sección se 
presenta una revisión y descripción de los tratamientos de muestra empleados en la 
bibliografía para este fin en tejidos biológicos marinos mediante espectrometría de 
masas con fuente de plasma acoplado inductivamente de cuadrupolo (Q-ICP-MS, 
Quadrupole Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) y espectrometría de 
masas con fuente de plasma acoplada inductivamente de multicolector (MC-ICP-MS, 
Multicollector Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry). 
En el capítulo II, se presenta un estudio global para la determinación de 40 
elementos: Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Ga, Mn, Mo, Nb, Ni, Pb, Rb, Sb, Se, Sn, Sr, 
Ta, Te, Th, Tl, U, V, Zn, Zr y las tierras raras (REEs, Rare Earth Elements) Ce, Dy, 
Er, Eu, Gd, Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sm, Tb, Tm, Y e Yb en tejidos biológicos marinos 
mediante digestión asistida por microondas (MAD, Microwave Assisted Digestion) e 
ICP-MS, orientado a la autentificación en base a la procedencia. Se evaluaron 
diferentes estrategias para minimizar interferencias con el fin de desarrollar una 
metodología multielemental simple de análisis. Para ello, se estudió la selección de 
isótopos, el modo de medida (estándar o celda de colisión), el medio de digestión con 
la matriz (sólo ácido nítrico y mezcla ácido nítrico + peróxido de hidrógeno) y la 
idoneidad de varios patrones internos (Ge, Rh, In, Tb y Re). La calibración con 
estándares acuosos fue posible para todos los elementos estudiados. La exactitud se 
estudió utilizando seis materiales de referencia certificados (CRMs, Certified 
Reference Materials) y estudios de recuperación. No se observaron diferencias 
significativas para un nivel de confianza del 95 %. La repetibilidad, expresada como 
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desviación estándar relativa (RSD, Relative Standard Deviation) de cuatro digestiones 
independientes, estuvo entre el 1 y el 11 % para todos los casos. 
En el capítulo III, se presenta la aplicación del ICP-MS y distintas 
herramientas quimiométricas supervisadas para clasificar mejillones cultivados en 
Galicia (Noroeste de España) con Denominación de Origen Protegida (PDO, Protected 
Designation of Origin). Para ello, se analizaron 158 muestras de mejillón, muestreadas 
en las cinco rías gallegas en base a su producción, y se determinaron 40 elementos, 
entre los cuales se incluyen elementos de campo de fuerza alto (HFSEs, High Field 
Strenght Elements) y REEs. La diferenciación entre las muestras se llevó a cabo en 
base a su origen: muestras gallegas versus muestras procedentes de otras regiones 
(Tarragona, España y Ethang de Thau, Francia) y entre rías gallegas. Para ello, se 
investigó la capacidad del análisis discriminante lineal (LDA, Linear Discriminant 
Analyisis), modelos independientes suavizados de analogía de clases (SIMCA, Soft 
Independient Modelling of Class Analogy) y las redes neuronales artificiales (ANNs, 
Artificial Neural Networks). La asignación obtenida para las muestras gallegas y no 
gallegas con el LDA y el SIMCA fue correcta. Sin embargo, cuando la clasificación se 
realizó por rías de origen, las ANNs fueron más efectivas. 
En el capítulo IV, se desarrolló una nueva metodología de preparación de 
muestra basada en la extracción asistida por ultrasonidos (UAE) para la determinación 
de REEs, es decir, Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb y Lu, en 
tejidos biológicos marinos mediante ICP-MS. Se evaluó la idoneidad de los extractos 
para las medidas mediante ICP-MS. Para ello, se estudiaron los siguientes aspectos: i) 
la necesidad de un clean up de los extractos utilizando un cartucho de intercambio de 
iones C-18 para la extracción en fase sólida no polar; ii) el empleo de distintos 
patrones internos; iii) la deriva instrumental causada por cambios en la eficiencia de 
nebulización y deposición de sales en los conos durante el análisis. Esta se estudió 
utilizando un estándar de verificación entre las muestras (SSB, Standard Sample 
Bracketing) y gráficos de control de suma acumulada (CUSUM, Cumulative Sum). Se 
 Resumen 
 
 
iii 
 
optimizaron los parámetros que afectan a la extracción, es decir, la composición del 
extractante, relación masa-volumen, tamaño de partícula, tiempo de sonicación y 
amplitud de sonicación. Se evaluó el empleo de ácidos diluídos (HNO3 y HCl) y 
mezclas (HNO3 + HCl) como extractante con el fin de mejorar la eficiencia de 
extracción. Se alcanzaron recuperaciones cuantitativas con las siguientes condiciones: 
5 mL de 3 % v/v HNO3 + 2 % v/v HCl, tamaño de partícula < 200 m, 3 min de 
tiempo de sonicación y 50 % de amplitud de sonicación. La precisión, expresada como 
desviación estándar relativa de tres extracciones independientes, estuvo entre 0,1 y 8 
%. En general, los límites de detección (LODs, Limits of Detection) se mejoraron en 
un factor de 5, por comparación con los obtenidos mediante digestión asistida por 
microondas. La exactitud del método se evaluó utilizando el CRM BCR-668 (tejido de 
mejillón). Finalmente, se analizaron diferentes muestras de pescados de consumo 
común empleando la UAE y la MAD. 
En el capítulo V, se evaluó la UAE como tratamiento de muestra para la 
medida de las relaciones isotópicas de plomo en tejidos biológicos marinos con el MC-
ICP-MS. Para ello, se sonicaron 20 mg de tejido biológico con 1 mL de ácido 
clorhídrico durante 3 minutos a una amplitud de ultrasonidos del 60 % en un 
sonorreactor cup-horn. En el sobrenadante se llevó a cabo la separación de la matriz 
utilizando la resina Sr-Spec
TM
. Después de la separación, toda la materia orgánica 
presente en los extractos fue eliminada. Además, se aplicaron tratamientos de muestra 
clásicos, como la MAD y la calcinación (DA, Dry Ashing) con fines comparativos. No 
se encontraron diferencias significativas en las relaciones isotópicas de plomo para un 
nivel de confianza del 95 %. Por tanto, la UAE emerge como una alternativa ventajosa 
respecto a los métodos clásicos para la medida de las relaciones isotópicas de plomo 
con el MC-ICP-MS dada su simplicidad y rapidez (se reduce el número de etapas de 
operación), bajo consumo de reactivos y riesgo de contaminación. 
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I.1. DETERMINACIÓN DE LA COMPOSICIÓN ELEMENTAL E 
ISOTÓPICA MEDIANTE ICP-MS: GENERALIDADES 
En la actualidad la espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado 
inductivamente (ICP-MS, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) ocupa una 
posición excepcional entre las técnicas analíticas utilizadas para la determinación de la 
composición elemental e isotópica de metales y metaloides. La clave de su éxito radica 
en su capacidad multielemental, elevada sensibilidad, buena precisión, amplio 
intervalo de trabajo y elevada frecuencia de muestreo; lo que ha propiciado un amplio 
abanico de aplicaciones [1-3]. 
Esta técnica fue propuesta por Houk et al. en 1980, acoplando un ICP 
(Inductively Coupled Plasma) a un espectrómetro de masas de cuadrupolo (Q-MS, 
Quadrupole Mass Spectrometer) [4]. De ahí, que el primer ICP-MS comercial (modelo 
Elan 250 Sciex de PerkinElmer) fuese un cuadrupolo (Q-ICP-MS, Quadrupole 
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer). A día de hoy, el mercado ofrece 
distintas posibilidades instrumentales en ICP-MS [5]; además del Q-ICP-MS, cabe 
destacar el ICP-MS de sector magnético de doble enfoque con un solo colector (SF-
ICP-MS, Double-focusing Sector Field Inductively Coupled Plasma-Mass 
Spectrometer with Single Ion Collector) y el ICP-MS de multicolector (MC-ICP-MS, 
Multicollector Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer). 
Los diferentes Q-ICP-MS disponibles en el mercado difieren principalmente en 
sensibilidad, límites de detección, formación de óxidos, estabilidad a corto y largo 
plazo, intervalo dinámico, precisión y capacidad de resolución de interferencias. A 
pesar de lo cual, la presencia de interferencias producidas por iones atómicos y/o 
poliatómicos sigue siendo un factor limitante de su uso que conlleva problemas de 
exactitud y precisión [5, 6]. El SF-ICP-MS surge como una posible solución a este 
problema, si bien esta instrumentación presenta importantes limitaciones relacionadas 
con la inestabilidad del plasma (flicker noise) y la deriva en la masa [5]. Por ello, en 
1993 surge el MC-ICP-MS, que permite la medida simultánea y estática de varios 
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haces de iones (ion beams). A pesar de lo cual, su utilización también entraña una serie 
de dificultades, entre las que sigue destacando la presencia de interferencias, 
especialmente no espectrales. 
Por tanto, y a pesar de los numerosos avances en la instrumentación, la 
espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente sigue siendo 
una técnica en la que las interferencias, fundamentalmente no espectrales, dificultan en 
mayor o menor medida los análisis. En general, el tratamiento de muestra es clave para 
minimizar dichas interferencias [7]. 
I.1.1. Interferencias en ICP-MS 
Para llevar a cabo determinaciones con exactitud en ICP-MS, se deben eliminar o 
minimizar las interferencias que afectan a la señal de los analitos en estudio. Esto 
puede resultar complicado en las determinaciones multielementales, especialmente 
cuando los elementos a determinar tienen valores masa - carga (m/z) que comprenden 
desde masas bajas (por ejemplo 
7
Li) hasta masas altas (ej. 
238
U). Además, cuando se 
lleva a cabo la determinación simultánea de elementos que se encuentran a distintos 
niveles de concentración, el efecto de las interferencias entre elementos se acentúa. 
En general, las interferencias que afectan en ICP-MS se pueden dividir en dos 
categorías básicas, espectrales y no espectrales. Cada una de estas puede producir 
efectos de pequeña magnitud que, por lo general, se ignoran y efectos de elevada 
magnitud, para los que existen diferentes alternativas a fin de minimizar su 
importancia y compensar los correspondientes errores [8]. 
I.1.1.1. Interferencias espectrales 
Las interferencias espectrales pueden ser isobáricas o poliatómicas. Las primeras 
son causadas por iones atómicos y las segundas son causadas por iones moleculares, 
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generalmente especies con doble carga, óxidos (MO
+
, donde M es metal), hidróxidos 
(MOH
+
) y especies de Ar (ArM
+
), que tienen la mima relación masa - carga (m/z) 
nominal que el analito de interés. 
Los solapamientos isobáricos son relativamente sencillos de predecir y reducir 
mediante la selección de isótopos alternativos o correcciones matemáticas basadas en 
las abundancias naturales relativas de estos. Las especies con doble carga se deben a 
los elementos con segundas energías de ionización (IEs, Ionization Energies) bajas y, 
generalmente, no suponen problemas analíticos serios [7]. 
La formación de especies poliatómicas tiene lugar a partir de la combinación de 
los componentes del plasma (Ar), los gases atmosféricos, la matriz de la muestra y los 
reactivos empleados en la preparación de la misma. Para corregir estas interferencias, 
además de las estrategias ya comentadas como el uso de isótopos alternativos y 
correcciones matemáticas, se pueden utilizar diferentes alternativas como: 
i) Procedimientos de preparación de muestra más adecuados. Con este fin, se han 
descrito procedimientos de digestión que permiten reducir al mínimo las 
interferencias poliatómicas causadas por el carbono sobre el Cr y de cloro sobre 
Cr, Se y V. Por lo general, la interferencia residual se corrige con ecuaciones 
matemáticas [7]. Para este fin se han empleado también aditivos químicos en las 
muestras digeridas que mejoran la eficiencia de ionización, como por ejemplo 
metanol [9] o aminas terciarias solubles en agua [10]. Otra solución posible es la 
separación del analito de la matriz. 
ii) Cambios en las condiciones instrumentales de operación. Por ejemplo, cambios 
en la radiofrecuencia (RF, Radio Frequency) y en el flujo del gas del nebulizador 
para reducir los niveles de óxidos o trabajar en condiciones de plasma frío [11]. 
iii) Sistemas de introducción de muestra. Mediante el empleo de nebulizadores de 
alta eficiencia como los ultrasónicos se pueden reducir las interferencias 
espectrales relacionadas con el disolvente. El uso de sistemas de desolvatación 
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permite reducir interferencias debidas a óxidos, hidróxidos e iones poliatómicos 
de cloro [7]. 
iv) Plasmas mixtos. La adición de un gas (por ejemplo nitrógeno, hidrógeno, 
metano, etano, oxígeno, helio y otros gases nobles) en el gas portador del aerosol 
(carrier gas), en el gas exterior (gas plasmógeno) o directamente mezclado en el 
suministro de argón principal es una alternativa adecuada para eliminar 
interferencias poliatómicas [12, 13]. Así por ejemplo, el N2 es utilizado para la 
reducción de óxidos MO
+ 
y otras especies poliatómicas debidas a cloruros como 
ArO
+
, ClO
+
, y ArCl
+
 [10]. Mediante la adición de N2, el plasma es más enérgico 
y la eficiencia en la transferencia de las partículas del aerosol es mayor. Esto 
establece un ambiente menos estable para los iones poliatómicos, favoreciendo 
así la formación competitiva de iones con nitrógeno [13]. 
v) Celdas de reacción (DRC, Dynamic Reaction Cell) y colisión (CCT, Collision 
Cell Technology). En estos sistemas la interacción del haz de iones con un gas o 
una mezcla de gases permite eliminar interferencias poliatómicas por disociación 
colisional y reacciones selectivas ión - molécula. Los efectos producidos en las 
celdas de reacción o colisión se muestran en la Figura I.1.  
 
 
 
 
 
Figura I.1. Efectos producidos en CCT y DRC. Las esferas rojas representan 
átomos de Ar, las amarillas He y las verdes H. 
Colisión Reacción química Transferencia de carga
Ar-Ar+ + He            Ar + Ar+ +He Ar-Ar+ + H2 Ar H
+ +ArH Ar-Ar+ + H2 Ar Ar + H-H
+
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CCT y DRC han sido descritas en un artículo de revisión por Tanner et al. [11] y 
los mecanismos básicos y tipos de multipolos por Thomas [14]. El gas reactivo 
se emplea para inducir la reacción con los iones argón y neutralizarlos. El gas no 
reactivo (buffer gas) es eficaz para mejorar la transmisión de los iones y atenuar 
las interferencias [15, 16]. En la DRC los gases reactivos más empleados son O2, 
NH3, CH4 y N2O y en la CCT el H2 y como gas de colisión He o mezcla de H2 y 
He [17]. El ICP-MS equipado con CCT o DRC ha resultado una alternativa 
interesante a técnicas de alta resolución para atenuar interferencias poliatómicas 
[16, 18]. 
I.1.1.2. Interferencias no espectrales 
Las interferencias no espectrales pueden definirse como variaciones de la señal 
analítica inducidas por la matriz como consecuencia de cambios en la eficiencia del 
trasporte de la muestra, la ionización del plasma y/o la extracción y transferencia de 
los iones en el analizador de masas. Así por ejemplo, el efecto sobre la señal analítica 
de la nebulización de un solvente orgánico, de la deposición de sales en los conos o de 
la concentración excesiva de elementos de matriz sobre las medidas ha sido descrito 
[7]. Debido a la variedad de mecanismos implicados, estas interferencias o efectos de 
matriz pueden causar tanto la supresión como el aumento de la señal. Su severidad 
depende del analito, de las propiedades físicas de la muestra (ej. la viscosidad), de la 
composición de la matriz, de la configuración utilizada en la introducción de la 
muestra, de la interfase, del ajuste de lentes y de las condiciones de operación 
utilizadas en el instrumento. Así por ejemplo, cuando se analizan tejidos biológicos se 
observa con frecuencia un efecto de supresión de la señal como consecuencia de las 
elevadas concentraciones de elementos de matriz [13]. Dado que este tipo de efecto de 
matriz generalmente depende más de la cantidad absoluta de los elementos que de la 
proporción molar elementos de matriz - analito, este podría evitarse por dilución de la 
muestra [7]. Si bien, la dilución pocas veces es una alternativa, especialmente para 
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elementos que se encuentran a nivel de traza o ultratraza, dado que los límites de 
detección (LODs, Limits of Detection) empeoran considerablemente. 
Los métodos más habituales para reducir las interferencias de matriz son la 
estandarización interna, la calibración por adición estándar, la calibración con 
estándares de composición similar a la de la matriz (matrix-matching), la dilución 
isotópica, el análisis por inyección en flujo (FI, Flow Injection) y la separación de la 
matriz. La estandarización interna se emplea casi rutinariamente en todas las 
aplicaciones llevadas a cabo con ICP-MS, no sólo para remediar los efectos de matriz, 
sino para compensar también las derivas instrumentales. Cuando las interferencias no 
espectrales son debidas a efectos espacio - carga (space charge effects), la efectividad 
del patrón interno (IS, Internal Standard) depende de la similitud en masa con el 
analito de interés. Si el aumento o la supresión de la señal es el efecto dominante, 
predomina la similitud en el IE [13]. 
I.1.2. Consideraciones generales sobre la determinación de la 
composición isotópica con MC-ICP-MS 
En general, y como primera aproximación, las abundancias isotópicas de la 
mayoría de los elementos permanecen constantes en la naturaleza [19]; sin embargo, 
pueden producirse variaciones en la composición isotópica cuando [20]: 
i) Uno o más isótopos del elemento proceden del decaimiento natural de 
radionucleidos de vida media larga (ej. Sr y Pb) [21]. Como resultado, la 
composición isotópica del elemento depende de la concentración relativa de los 
elementos implicados y del tiempo en el que coexisten en el material. 
ii) Se producen variaciones naturales, generalmente dependientes de la masa, debido 
a que diferentes isótopos del mismo elemento están implicados en procesos 
físicos o reacciones (bio)químicas [19, 22]. Este efecto es más pronunciado en 
los elementos ligeros, como H, C, N, O y S, para los cuales la diferencia relativa 
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de masa entre los isótopos es mayor que para los elementos pesados. 
Recientemente se ha documentado que Fe [23-25], Zn [26], Cd [27] y Sn [28] 
también pueden experimentar fraccionamiento isotópico natural. 
iii) También se producen variaciones debido a contribuciones antropogénicas. Así 
por ejemplo, el U enriquecido en 
235
U se emplea como combustible en armas 
nucleares, produciendo variaciones en el valor de la relación 
235
U/
238
U respecto al 
valor de la relación natural [20, 29]. 
Dado que estas variaciones se deben a pequeñas diferencias en las abundancias 
isotópicas, es indispensable llevar a cabo estas medidas con elevadas precisión y 
exactitud. 
Hasta hace algunos años, la espectrometría de masas de ionización térmica 
(TIMS, Thermal Ionization Mass Spectrometry) era la única técnica con suficiente 
precisión para detectar pequeñas variaciones en la composición isotópica [20]. Las 
desviaciones estándar relativas (RSDs, Relative Standard Deviations) que se alcanzan 
habitualmente con esta técnica están por debajo del 0,005 % [30]. Sin embargo, los 
tiempos de medida son largos y la eficiencia de ionización es limitada para elementos 
con una energía de ionización superior a 7,5 eV. 
En este sentido, las técnicas de ICP-MS resultan ventajosas para la determinación 
de la composición isotópica de metal(oid)es. Entre ellas, las más utilizadas son Q-ICP-
MS con o sin celda de colisión o de reacción (CCT/DRC ICP-MS), SF-ICP-MS y la 
espectrometría de masas de tiempo de vuelo (ICP-TOF-MS, Inductively Coupled 
Plasma Time of flight Mass Spectrometry) [20, 31, 32]. Si bien, las precisiones 
alcanzadas con estas técnicas, peores que las obtenidas con el TIMS, no son 
suficientes cuando las variaciones de las relaciones isotópicas son muy pequeñas. Una 
precisión similar a la del TIMS puede obtenerse con MC-ICP-MS. El MC-ICP-MS 
permite monitorizar la intensidad de varios haces de iones (ion beams) 
simultáneamente, por lo que las variaciones en la intensidad de la señal a corto plazo 
afectan a todos los isótopos por igual, mejorando la precisión. En la Tabla I.1 se 
  
Capítulo I 
 
10 
 
presentan las precisiones alcanzadas en la medida de las relaciones isotópicas con las 
técnicas anteriormente citadas en términos de repetibilidad [30]. 
Tabla I.1. 
Precisiones alcanzadas en las relaciones 
isotópicas con varias técnicas analíticas. 
Instrumento RSD (%) 
TIMS < 0,005-0,01 
Q-ICP-MS 0,1-0,5 
CCT/DRC ICP-MS 0,07-0,1 
SF-ICP-MS < 0,05-0,2 
MC-ICP-MS <0,002-0,02 
ICP-TOF-MS 0,05-0,1 
Para determinar las relaciones isotópicas con elevada precisión y exactitud 
utilizando MC-ICP-MS se debe prestar atención a la deriva en las relaciones 
isotópicas, los efectos de matriz, las interferencias isobáricas y los posibles errores 
debidos al mass bias. Aunque, todos estos efectos tienen lugar en las diferentes 
técnicas de ICP-MS previamente mencionadas, en MC-ICP-MS el mass bias es 
especialmente significativo para la medida de las relaciones isotópicas. 
De forma general, cuando los iones cargados de un elemento atraviesan la 
interfase, los isótopos ligeros se desvían más del haz central que los isótopos pesados. 
Esto es debido a la repulsión mutua entre iones y, como resultado de ello, la 
transmisión de los isótopos pesados al detector es más eficiente que la de los isótopos 
ligeros. Esta diferencia de transmisión en los iones da lugar al mass bias [33]. 
La corrección de este efecto es crucial para la determinación de las relaciones 
isotópicas con el MC-ICP-MS. Habitualmente, se utilizan tres métodos de corrección, 
los cuales pueden, además, combinarse entre sí [34]. 
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1. Doble o triple adición: 
La doble adición (DS, double spike) y la triple adición (TS, triple spike) se basan 
en la utilización de una muestra sin adición y otra muestra con adición de estándar. 
Para la adición se utilizan dos isótopos enriquecidos de elevada pureza en el caso de la 
DS y tres en el caso de la TS. De esta manera, se obtiene la composición isotópica 
corregida. Los inconvenientes que presenta este método son, principalmente, el coste 
de los isótopos enriquecidos, el esfuerzo que se requiere para la calibración de la 
composición del estándar adicionado, el lavado indispensable entre medidas para 
minimizar la posible contaminación cruzada, la necesidad de disponer al menos de 
cuatro isótopos libres de interferencias del analito y de utilizar las dos muestras con y 
sin adición. La principal ventaja de este método radica en que el factor de corrección 
se puede determinar directamente para cada muestra [33]. 
2. Estandarización interna: 
En la estandarización interna se determina un factor de corrección, para lo que se 
utilizan dos isótopos del analito considerados invariables en la naturaleza o una o más 
relaciones isotópicas de un elemento de referencia que se adiciona a la muestra. 
Aunque se han documentado varios modelos matemáticos de corrección [35, 36], la 
ley exponencial de Russell et al. [37] es la más ampliamente aceptada para la 
corrección del mass bias con el MC-ICP-MS. Esta ley responde a la ecuación I.1: 
 
m
m
RR
f
j
iji
corregida
ji
medida 







  ecuación I.1 
dónde Rx son las relaciones isotópicas medidas y corregidas (valor verdadero), 
respectivamente; mi y mj las masas atómicas absolutas de los isótopos de interés (i, j) y 
f es el factor de corrección. 
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La estandarización interna para la corrección del mass bias mediante el uso de un 
par de isótopos del analito ha sido empleada satisfactoriamente para Sr, Nd y Os. A 
modo de ejemplo, la relación 
88
Sr/
86
Sr se asume constante, empleándose para corregir 
el mass bias en la relación 
87
Sr/
86
Sr. La estandarización interna utilizando un par de 
isótopos de otro elemento es otra de las alternativas más empleadas. Por ejemplo, se ha 
empleado el Tl para las relaciones isotópicas de Pb y Hg, el Zn para el Cu y viceversa, 
Zr o Ru para el Mo, y Zr para el Sr y Rb [33]. 
3. Estandarización externa mediante Standard-Sample-Standard Bracketing: 
Este tipo de estandarización intercala la medida de la muestra entre las medidas 
de dos estándares que tienen una composición isotópica conocida. El Standard-
sample-standard bracketing (SSB) se emplea con frecuencia por su simplicidad [33]. 
Primero se determina el factor de corrección en los estándares (bracket standards) 
(ecuación I.2) y con el valor resultante se calcula la relación isotópica del analito en la 
muestra (ecuación I.3). 
(estándar) medida
(estándar) verdera
R
R
K   ecuación I.2 
(muestra) medida(muestra) corregida RKR   ecuación I.3 
dónde K es el factor de corrección y Rx son las relaciones isotópicas del estándar y de 
la muestra. 
Para emplear adecuadamente la estandarización SSB, es esencial que el mass 
bias sea igual en la muestra y en el estándar. Por lo tanto, se tienen que igualar las 
concentraciones de ambos y separar el analito de la matriz de la muestra. Utilizando el 
SSB con separación de matriz, las relaciones isotópicas se pueden obtener de un modo 
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exacto y preciso. Además la SSB permite controlar la deriva en el mass bias que tiene 
lugar con el tiempo. 
1.1.3. Introducción de muestra en ICP-MS 
La introducción de muestra en el ICP-MS es clave en la calidad de los resultados 
[38]. Generalmente, la muestra se introduce en solución a través de un nebulizador, 
que transforma la solución en un aerosol, y una cámara de nebulización, que 
selecciona el tamaño de las gotas del aerosol, evitando que las más grandes entren y 
sobresaturen el plasma.  
El nebulizador más utilizado en ICP-MS consta de un nebulizador neumático 
(PN, Pneumatic Nebulizer) y una cámara de nebulización ciclónica de doble paso 
(cyclone double-pass spray chamber) (Figura I.2). 
 
 
 
Figure I.2. Cámara de nebulización ciclónica de doble paso 
(para el ICP-MS Thermo Elemental X Series) (A) y nebulizador 
neumático (B). 
Este sistema de introducción de muestra es relativamente barato, simple y resulta 
adecuado para aplicaciones rutinarias, incluyendo análisis de disoluciones con un 
contenido significativo de matriz o suspensiones (slurries) con altos contenidos de 
sólidos [5, 38]. Sin embargo, este presenta una baja eficiencia en el transporte del 
(A) (B) 
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aerosol (entre 0,5 y 2%) debido a que una fracción importante de muestra se pierde. 
Además, se induce ruido y se producen efectos de memoria [38, 39]. Por tanto, este 
tipo de sistema de introducción de muestra puede no ser siempre adecuado en las 
determinaciones de elementos traza [7]. 
El bajo transporte de muestra al plasma puede aliviarse desolvatando el aerosol. 
De este modo, se produce una reducción significativa de la carga del solvente en el 
plasma, minimizando así las interferencias debidas al mismo y provocando un 
aumento de la sensibilidad respecto al sistema convencional de introducción de 
muestra. Para ello puede utilizarse la cámara de nebulización termostatizada, 
condensadores o membranas [39]. 
La utilización de micronebulizadores puede paliar la eficiencia del transporte, 
aumentando así la sensibilidad, siendo de espacial importancia en la medida de las 
relaciones isotópicas con MC-ICP-MS. Estos permiten además reducir el consumo de 
muestra al mínimo. La principal modificación respecto a los convencionales es la 
reducción de la dimensiones del capilar y/o del espacio anular del gas. Como 
resultado, la interacción del gas y del líquido es más eficiente y se generan aerosoles 
primarios más finos. Un problema que surge cuando se trabaja con estos nebulizadores 
es el aumento del tiempo de lavado, por lo que se reduce la frecuencia de muestreo. 
Este problema se puede solventar empleando cámaras de nebulización de pequeño 
volumen [38]. 
En la Figura I.3 se resumen otros sistemas de introducción de muestra utilizados 
en ICP-MS. En cada uno de ellos se especifican las ventajas que proporcionan, como 
la mejora de LODs, la reducción del volumen de muestra y la capacidad de analizar 
muestras sólidas directamente [3, 5]. 
Los nebulizadores ultrasónicos (USN, Ultrasonic Nebulizer) proporcionan una 
eficiencia de transporte en torno al 30 %, mejorando los LODs. Si bien, estos se deben 
emplear cuidadosamente debido a su propensión a los efectos de matriz y de memoria 
[38]. Con los USNs se requieren tiempos de lavado y volúmenes de muestra elevados. 
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Figura I.3. Diferentes sistemas de introducción de muestra en el ICP-MS 
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Otros nebulizadores como el thermospray [40] o los hidráulicos de alta presión 
[41] se consideran también de alta eficiencia, aunque su tolerancia a los sólidos es 
limitada [38]. 
Los sistemas FI permiten aumentar la frecuencia de muestreo y hacen posible la 
manipulación de la muestra en línea (on line). Estos sistemas permiten solventar la 
limitación del contenido de sales en el ICP-MS y en la viscosidad y/o acidez, puesto 
que las muestras se pueden analizar sin obstrucción o modificación de la interfase [7, 
38]. 
Los métodos de generación de vapor son una alternativa atractiva para aquellos 
elementos que generan volátiles. En estos casos se alcanzan eficiencias de transporte 
del 100%, reduciendo los efectos de matriz y los LODs en comparación con los 
sistemas convencionales. Elementos como As, Bi, Ge, Hg, Sb, Se, Sn y Te han sido 
determinados mediante la generación automatizada de hidruros (FI-HG-ICP-MS, Flow 
Injection Hydride Generation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) con 
buenos resultados [42-44]. 
La ablación por láser (LA, Laser Ablation) se emplea con frecuencia para el 
análisis directo de sólidos por ICP-MS, permitiendo reducir los procedimientos de 
tratamiento de muestra previos a la determinación de la composición elemental e 
isotópica. Una de las limitaciones a su uso es que la intensidad de las señales no 
siempre refleja la composición estequiométrica de la muestra, lo que dificulta las 
determinaciones con exactitud [45-47]. 
En la vaporización electrotérmica (ETV, Electrothermal Vaporization) los 
analitos se introducen en el ICP-MS en fase vapor, lo cual se consigue en un horno de 
grafito [57-59]. Se trata de un sistema de introducción de muestra que proporciona 
elevada eficiencia de transporte, con la consecuente mejora de sensibilidad, requiere 
poca cantidad de muestra y reducción de interferencias. Si bien, se trata de 
procedimientos lentos y que reducen la capacidad multielemental del ICP-MS [47-49]. 
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I.2. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA PARA EL ANÁLISIS DE 
TEJIDOS BIOLÓGICOS MARINOS MEDIANTE ICP-MS 
La preparación de la muestra es crítica en el desarrollo de una metodología 
analítica, siendo clave en la calidad de los resultados. A pesar de los avances en la 
instrumentación analítica, las interferencias de matriz siguen siendo un hándicap 
importante en los métodos de análisis. Se estima que aproximadamente el 60% de los 
errores tienen lugar en esta etapa del proceso analítico [50]. A día de hoy, la selección 
cuidadosa y el desarrollo de metodologías de preparación de muestra para la 
determinación de la composición elemental e isotópica de metal(oid)es sigue siendo un 
campo activo de investigación. 
En general, cuando se pretende determinar la composición elemental y/o la 
composición isotópica de metal(oid)es en organismos marinos es indispensable un pre-
tratamiento de las muestras, donde se suelen incluir el lavado, la homogeneización y/o 
la molienda, el secado, el tamizado y un tratamiento de las muestras, consistente 
habitualmente en la descomposición de la materia orgánica (salvo cuando que se 
utiliza el análisis directo de sólidos). No hay un único tratamiento de muestra, por lo 
que la elección dependerá de los objetivos y de la técnica analítica utilizada. 
Para la medida de las relaciones isotópicas con MC-ICP-MS, además del 
tratamiento de la muestra, es necesario llevar a cabo una etapa adicional consistente en 
la separación de la matriz y/o purificación para la eliminación total o parcial de 
interferencias [33]. 
I.2.1. Tratamiento de la muestra 
En la elección del tratamiento de muestra para la posterior determinación de la 
composición de elementos traza y de la composición isotópica de metal(oid)es por 
ICP-MS en tejidos biológicos marinos, se deben tener en cuenta varios aspectos, entre 
ellos: las interferencias inducidas por la matriz o por los reactivos empleados, la 
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pérdida de elementos por volatilización, la contaminación de las muestras, los límites 
de detección, la frecuencia de muestreo y la seguridad en el laboratorio [7]. 
En las Tablas I.2, I.3 y I.4 (situadas al final de esta sección) se presentan 
ejemplos representativos de los tratamientos de muestra más utilizados para establecer 
la composición elemental e isotópica con ICP-MS en tejidos biológicos marinos. En 
estas Tablas se incluye la información relacionada con la matriz estudiada (muestras 
reales y materiales de referencia certificados), el procedimiento y las condiciones 
utilizadas, la instrumentación y los elementos o las relaciones isotópicas que se han 
medido. 
Los tratamientos de muestra habitualmente utilizados en la bibliografía para la 
determinación de la composición elemental e isotópica mediante ICP-MS en tejidos 
biológicos marinos son la oxidación por vía húmeda (que incluye digestión ácida 
convencional y digestión ácida asistida por microondas) y la oxidación por vía seca 
(generalmente calcinación en horno mufla). Otros tratamientos de muestra empleados 
con éxito para la determinación elemental, aunque de aplicabilidad más reducida en 
comparación con los anteriores, son la extracción asistida por ultrasonidos y la 
solubilización ácida o alcalina de los tejidos biológicos. 
I.2.1.1. Digestión ácida convencional 
El término “digestión ácida” hace referencia al ataque de la matriz con ácidos 
minerales concentrados para la liberación eficiente de los analitos asociados [51]. Esta 
definición, ampliamente aceptada, es la recomendada en las guías de la IUPAC 
(International Union of Pure and Applied Chemistry) [52, 53]. En la bibliografía se 
pueden encontrar otros términos que hacen referencia a este mismo concepto, como 
por ejemplo digestión por vía húmeda, mineralización, descomposición, etc. 
La digestión con ácidos concentrados es un procedimiento muy extendido para 
los tejidos marinos [51]. El ácido empleado por excelencia es el HNO3, aunque 
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también se emplean combinaciones de este con ácidos no oxidantes como el HCl y/o 
con reactivos oxidantes auxiliares como el H2O2 (Tabla I.2). 
La elección del medio de digestión es uno de los aspectos más importantes a 
considerar, especialmente en las determinaciones por ICP-MS, dónde los ácidos 
empleados pueden dar lugar a interferencias espectrales. Uno de los ejemplos más 
documentado es la interferencia poliatómica del 
40
Ar
35
Cl sobre el 
75
As debida al ácido 
clorhídrico del medio [6]. 
Habitualmente el ataque ácido se lleva a cabo a temperaturas relativamente 
elevadas. Dichas temperaturas son alcanzadas mediante calentamiento por convección 
con sistemas convencionales como el baño de arena, la placa calefactora, la estufa, etc. 
Las digestiones pueden llevarse a cabo en recipientes abiertos o en reactores cerrados a 
presión. En cualquier caso, el tiempo requerido para la disolución de la muestra es 
elevado [54]. 
Las digestiones ácidas en recipientes abiertos presentan numerosos 
inconvenientes: 
 Pérdida de los analitos por volatilidad (ej. Hg, Cd, Se, etc). 
 Posible contaminación de las muestras. 
 Empleo de grandes volúmenes de reactivos debido a la necesidad de su 
reposición. 
 Limitación del poder de oxidación de los ácidos a la temperatura máxima 
alcanzada a presión atmosférica (punto de ebullición). 
  Problemas de seguridad inherentes al empleo del ácido perclórico (reacción 
explosiva con la materia orgánica). 
Cuando la digestión se lleva a cabo en reactores cerrados capaces de soportar 
elevadas presiones, como las clásicas bombas de digestión, el aumento de la presión de 
vapor que se produce da lugar a un incremento del punto de ebullición de los ácidos o 
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mezclas utilizadas. Se pueden alcanzar así las condiciones necesarias para la 
descomposición de la matriz, sin necesidad de recurrir a mezclas más complejas y de 
difícil manipulación (ej. perclórico). La reposición de ácidos no es necesaria, por lo 
que se reduce su consumo. Se eliminan las pérdidas por volatilización y disminuyen 
los riesgos de contaminación. Ahora bien, al utilizar calentamiento por convección y 
debido a la alta masa térmica de los recipientes (con gruesas paredes de acero) los 
tiempos de digestión siguen siendo prolongados (entre 1 y 2 h para matrices biológicas 
sencillas) [51]. 
I.2.1.2. Digestión ácida asistida por microondas 
La digestión asistida por microondas (MAD, Microwave Assisted Digestion) ha 
tenido un desarrollo muy rápido, tanto en investigación como en análisis de rutina, 
desde que Abu-Samra et al. publicaron la primera aplicación de la energía de 
microondas (MWs, Microwaves) para la mineralización de muestras biológicas en el 
año 1975 [55]. El tema ha dado lugar a una enorme cantidad de literatura. Diferentes 
artículos de revisión exhaustivos [56-61] y capítulos de libro [51, 62] describen los 
principios, principales desarrollos, instrumentación y aplicaciones de la MAD. 
A día de hoy, los métodos que utilizan MAD se pueden considerar métodos de 
comparación o de referencia para la determinación de elementos traza en tejidos 
biológicos marinos. De hecho, numerosos trabajos analíticos en los cuales se presenta 
la puesta a punto de diferentes metodologías de preparación de muestra utilizan MAD 
con fines comparativos [63, 64]. 
La combinación del calentamiento por microondas con reactores cerrados donde 
pueden alcanzarse elevadas temperaturas y presiones relativamente bajas, ha permitido 
superar las limitaciones de los sistemas clásicos de digestión con calentamiento por 
convección. Las microondas calientan la fase líquida directamente (sin que se 
produzca transferencia del calor a través de las paredes). El vapor no absorbe este tipo 
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de energía por lo que este condensa en las paredes frías del recipiente [65]. Esto da 
lugar a una situación termal dinámica sostenible que es la clave de las muy altas 
temperaturas y las relativamente bajas o medias presiones alcanzadas. Estos valores de 
temperatura y presión permiten llevar a cabo la digestión de la muestra de un modo 
rápido y eficaz; es decir, en unos pocos minutos, con mezclas oxidantes simples y con 
un menor requerimiento de reactivos. 
Más concretamente, la eficiencia de la digestión depende de la naturaleza y masa 
de muestra, del medio de digestión, temperatura, presión y potencia utilizadas. Dentro 
de estos parámetros, la elección del medio es esencial siendo una de las variables a 
considerar dependiendo del sistema de microondas utilizado (reactores cerrados en 
horno MW, sistemas MW focalizados, sistemas MW de elevada presión, sistemas MW 
en flujo). 
Los reactores cerrados empleados para la MAD son habitualmente de polímeros 
fluorados, como por ejemplo el politetrafluoroetileno (PTFE, Polytetrafluoroethylene) 
o perfluoroalcóxido (PFA, Perfluoroalkoxy). La temperatura máxima que soportan los 
reactores es 260 ºC y la presión límite entre 60 y 100 bar. El volumen de estos 
reactores es generalmente elevado, entre 50 y 120 mL [55]. 
Una de las limitaciones que presentan los reactores cerrados utilizados para 
MAD es la limitada capacidad para digerir muestras con alto contenido de materia 
orgánica como los tejidos biológicos marinos. Cuando se digiere materia orgánica, la 
presión interna del recipiente aumenta debido al dióxido de carbono y al vapor de agua 
generados como productos de la descomposición de esta. De ahí, que los reactores más 
adecuados para la digestión de muestras orgánicas sean precisamente los que soporten 
mayores presiones, es decir los de mayor volumen. A pesar de lo cual, el uso de 
reactores de bajo volumen podría ser más adecuado a la hora de llevar a cabo las 
determinaciones con MC-ICP-MS. En esta técnica es necesario alcanzar blancos muy 
bajos para llevar a cabo las medidas de las relaciones isotópicas con exactitud, lo que 
fuerza a utilizar pequeños volúmenes de reactivos. Con este fin, es posible utilizar 
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reactores de digestión de menor volumen (20 mL) [66] o recipientes especiales 
(denominados liners o fundas) de poliestireno o vidrio de 15 y 20 mL respectivamente 
[67, 68]. Estos sistemas requieren el uso de hornos de microondas y rotores 
específicos, por lo que no se pueden adaptar a cualquier microondas de laboratorio. En 
este sentido, Baldwin et al. [69] proponen utilizar viales de teflón de 7 mL de 
capacidad colocados en reactores de digestión convencionales (120 mL de capacidad). 
Esta estrategia ha sido aplicada a materiales biológicos utilizando pequeños volúmenes 
de ácido, entre 0,3 y 1 mL de HNO3 [69-71]. En comparación con la MAD con 
reactores convencionales, la digestión ácida asistida por microondas con reactores de 
bajo volumen permite tratar simultáneamente hasta tres muestras introduciendo tres 
reactores de bajo volumen en cada reactor convencional (Figura I.4), todo ello 
utilizando programas de temperatura más cortos [71]. 
 
 
 
 
Figura I.4. Esquema de la disposición de tres viales 
pequeños dentro de un reactor convencional de 
digestión. 
 
Vaso interior
Carcasa exterior
Viales de PFA
(capacidad 7 mL)
Vaso de PFA
(capacidad 120 mL)
Agua
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I.2.1.3. Calcinación en horno mufla 
La calcinación u oxidación por vía seca en horno mufla es una metodología que 
proporciona una descomposición eficiente de la materia orgánica. Generalmente se 
lleva a cabo a presión atmosférica y a elevada temperatura (típicamente 450 o 500 ºC) 
[72]. 
La matriz de la muestra se simplifica sustancialmente dado que las cenizas 
resultantes están completamente libres de materia orgánica. Esto supone un importante 
ventaja para las medidas en ICP-MS, ya que la respuesta analítica puede verse afectada 
por la presencia de carbón residual y/o moléculas orgánicas no digeridas. Los 
elementos asociados a la matriz generalmente se transforman en sus carbonatos u 
óxidos. 
Una ventaja adicional de la calcinación es que permite trabajar con grandes 
cantidades de muestra, disminuyendo así los LODs y minimizando los errores 
inherentes de la heterogeneidad de las muestras. De hecho, la calcinación sigue 
formando parte de los métodos oficiales como tratamiento de muestra para pescados y 
mariscos [73]. 
Sin embargo, entre las limitaciones que reducen su aplicabilidad es de destacar: 
 La pérdida de analitos por volatilización. 
 Los elevados tiempos requeridos (en algunos casos hasta 24 h). 
 La utilización de ácidos para la disolución de las cenizas, generalmente HNO3 
o HCl, puede implicar un aumento de interferencias en el ICP-MS, 
especialmente en el caso del HCl, y del riesgo de contaminación de las 
muestras. 
 En algunos casos, se requiere la adición de reactivos auxiliares, como CaO y 
MgO, lo que resulta poco aconsejable para ICP-MS, ya que supone un posible 
aumento de la contaminación y de las interferencias. 
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I.2.1.4. Extracción asistida por ultrasonidos 
La extracción asistida por ultrasonidos (UAE, Ultrasound Assisted Extraction) ha 
sido empleada con éxito para la determinación de elementos minoritarios, traza y 
ultratraza en tejidos biológicos marinos. De hecho, se han publicado varios artículos de 
revisión [74-76], libros [77, 78] y capítulos de libro [79-81] sobre el potencial de la 
UAE como metodología de preparación de muestra para este fin. En la mayoría de los 
artículos publicados, la UAE es empleada en combinación con la espectrometría de 
absorción atómica electrotérmica (ETAAS, Electrothermal Atomic Absorption 
Spectrometry). Este tratamiento de muestra aún no ha sido extendido a ICP-MS. Sólo 
dos artículos han sido publicados sobre el tema, en ellos la UAE es aplicada a muestras 
de liquen, tejido de mejillón y pelo [64, 82]. La introducción directa de los extractos en 
el ICP-MS puede ser problemática, ya que estos contienen grandes cantidades de 
materia orgánica co-extraída. 
Los ultrasonidos (US, Ultrasounds) generan sus efectos químicos mediante el 
fenómeno de la cavitación. Su transmisión en el medio líquido como ondas produce 
una variación cíclica en la presión, que induce, de forma específica, la formación de 
microburbujas. Estas se expanden y se contraen alternativamente hasta que alcanzan 
un tamaño crítico y su frecuencia de oscilación entra en resonancia con la onda, 
implosionando. Las presiones y temperaturas en el interior de estas microburbujas 
antes de implosionar son muy elevadas, del orden de 900 bar y 4000 K, 
respectivamente (teoría hot spot) [79, 83]. Cuando esta implosión tiene lugar, se 
producen numerosas ondas de choque que se propagan en el medio, siendo este 
fenómeno de cavitación el elemento “destructivo” de los ultrasonidos. 
En medios heterogéneos, como las suspensiones de partículas sólidas en una 
disolución, los ultrasonidos provocan la disgregación o fragmentación de los sólidos. 
Este fenómeno es consecuencia del colapso o implosión de las microburbujas sobre la 
superficie del sólido y en las proximidades del mismo. Esta fragmentación de las 
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partículas sólidas aumenta la superficie reactiva de las mismas y, por tanto, la 
capacidad del extractante para lograr la extracción cuantitativa de los analitos [79, 80]. 
En general, la utilización de la UAE requiere la optimización de una serie de 
variables a fin de conseguir la extracción total del analito: el tamaño de partícula de la 
muestra, la composición del medio extractante, la relación masa-volumen, el tiempo y 
la amplitud de sonicación. El valor óptimo de estas variables es diferente dependiendo 
del sistema de ultrasonidos utilizado [75]. 
Los sistemas ultrasónicos de laboratorio utilizados para UAE son el baño, la 
sonda y, más recientemente, el sonorreactor cup-horn (Figura I.5) [84]. La energía 
liberada por los baños de ultrasonidos es suficiente para limpiar, desgasificar y, en 
unos pocos casos, extraer elementos de la matriz cuando estos están débilmente unidos 
a la misma. Sin embargo, los baños se muestran ineficaces para extraer analitos unidos 
fuertemente a la matriz. En este sentido, las sondas y los sonorreactores transmiten una 
energía muy superior (hasta 100 veces) la transmitida por un baño, alcanzándose con 
facilidad la cavitación [79]. 
 
 
 
 
Figura I.5. Dispositivos de ultrasonidos: (A) baño, (B) sonda y (C) 
sonorreactor cup-horn. 
Un tamaño pequeño de partícula favorece la acción de los ultrasonidos y, por 
tanto, la fragmentación de las partículas incrementado la eficiencia de la extracción. 
(A) (B) (C) 
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En general con cualquiera de los sistemas US utilizados habitualmente para llevar a 
cabo la UAE, el diámetro de las partículas no debe ser superior a 200 m. 
Con la sonda o con el sonorreactor, ácidos diluidos, como por ejemplo HNO3 al 3 
% (v/v) y tiempos inferiores a 5 min, son suficientes para alcanzar extracciones 
cuantitativas de diferentes elementos en muestras biológicas [64, 85, 86]. Por el 
contrario, ácidos mucho más concentrados y hasta 180 min pueden ser necesarios con 
el baño ultrasónico [87]. 
La amplitud de sonicación en sondas y sonorreactores está relacionada con la 
liberación de energía al medio, por lo que la extracción de los analitos aumenta 
continuamente con la amplitud hasta alcanzar las condiciones óptimas, a partir de las 
cuales permanece constante [75]. 
Las ventajas que la UAE puede ofrecer como tratamiento de muestra para la 
determinación del contenido total de metales y metaloides mediante ICP-MS se 
pueden resumir como sigue: 
 Se requieren menores cantidades de reactivos, por lo que se minimizan los 
riesgos de contaminación debido a los mismos así como las correspondientes 
interferencias que pueden aportar.  
 Se reduce el tiempo de tratamiento de muestra, permitiendo incrementar la 
frecuencia de muestreo. 
 El tratamiento de la muestra se lleva a cabo a temperatura y presión 
atmosféricas, aumentando las condiciones de seguridad en los laboratorios. 
El hecho de que este tratamiento de muestra, a pesar de sus ventajas, no se haya 
extendido a ICP-MS da idea de las dificultades que conlleva la introducción directa del 
extracto en el instrumento. 
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I.2.1.5. Solubilización 
La solubilización de los tejidos, bien con reactivos alcalinos o con ácidos 
orgánicos, no requiere tratamientos intensivos y la manipulación de las muestras es 
sencilla. Los reactivos más habitualmente utilizados para ello son el hidróxido de 
tetrametilamonio (TMAH, Tetramethylammonium Hydroxide) y el ácido fórmico. Una 
limitación importante de estas metodologías es el tiempo requerido para la disolución 
de las muestras, aunque estos procedimientos pueden ser acelerados con 
calentamiento, irradiación de MW o US [88]. 
Aunque la solubilización ha sido aplicada para la determinación de la 
composición elemental en tejidos biológicos marinos mediante ICP-MS [63, 89], la 
introducción directa de la solución obtenida en el ICP-MS todavía es un reto. En 
general, la elevada carga orgánica (toda la matriz y los reactivos orgánicos utilizados 
para la solubilización de los tejidos) puede extinguir el plasma, formar depósitos de 
carbón sobre los conos y las lentes [63] y producir interferencias no espectrales 
severas. Por ello es necesario recurrir a distintas estrategias como la dilución de las 
muestras, la calibración con estándares de composición similar a la de la matriz o 
matrix-matching [63] o a sistemas de introducción de muestra que eliminen 
previamente interferencias de matriz como la ETV [90]. 
I.2.2. Separación de la matriz para la medida de las relaciones 
isotópicas mediante MC-ICP-MS 
Hasta la fecha, los estudios de la composición isotópica de metal(oid)es en 
tejidos biológicos marinos utilizando el ICP-MS son escasos (Tabla I.3). Como se 
puede apreciar, sólo cinco de ellos utilizan el MC-ICP-MS, uno para la determinación 
de las relaciones isotópicas de plomo, dos para el estroncio y dos para el mercurio, lo 
que refleja la novedad de la técnica para este propósito. La mayoría de estos trabajos 
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tratan sobre aplicaciones medioambientales, en los cuales la precisión alcanzada con 
un Q-ICP-MS es suficiente. 
En general, tal y como se ha comentado previamente, para la medida de las 
relaciones isotópicas con MC-ICP-MS, además del tratamiento de la muestra, es 
necesario llevar a cabo la separación de la matriz [22].  
Dado que los estudios de la composición isotópica en tejidos biológicos marinos 
con el MC-ICP-MS son escasos (Tabla I.3), en la Tabla I.4 se presentan los tipos de 
separación de matriz utilizados en muestras alimentarias y medioambientales. Se 
incluye también información del tratamiento de muestra previo utilizado. En dicha 
Tabla la composición isotópica está expresada como relaciones isotópicas o como 
valor (delta values)Los  se calculan según la ecuación I.4 [9, 22]. 
 1000
R
RR
δ       ó       1000
R
RR
δ
std
stdmuestra
ref
refmuestra 



  ecuación I.4 
dónde Rmuestra es la relación isotópica de la muestra y Rref o Rstd son las relaciones 
isotópicas de un material de referencia y de un estándar, respectivamente.  se expresa 
en ‰. 
En general, en esta etapa de separación se utilizan resinas de intercambio iónico o 
resinas de extracción cromatográfica en las cuales se forma un complejo del metal con 
el correspondiente éter corona de la columna. Habitualmente estas resinas se utilizan 
en microcolumnas, lo que proporciona un menor consumo de reactivos, 
procedimientos más simples, lo cual se refleja en tiempos de análisis más cortos, 
elevadas recuperaciones y resultados reproducibles [91]. 
En algunos casos, se han propuesto metodologías automatizadas de separación en 
línea, las cuales han sido utilizadas para Sr y Hg. En las condiciones adecuadas, el Sr 
da lugar a picos cromatográficos anchos y planos (flat topped peaks), necesarios para 
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la medida de relaciones isotópicas por MC-ICP-MS [92-94]. En el caso del Hg, se 
recurre a la generación de vapor frío utilizando distintos sistemas automatizados [95-
97].  
Para la medida de las relaciones isotópicas de plomo y estroncio, dos de los 
elementos más estudiados dada su importancia en diversos campos de investigación 
[31, 32, 98], se utiliza preferentemente la resina de extracción cormatográfica “Sr-
Spec
TM”. Esta resina está compuesta del éter corona 4,4'(5')-di-tert-butilciclohexano 
18-corona-6 en 1-octanol (Figura I.6). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.6. Estructura de la resina “Sr-SpecTM”. Las esferas 
rojas representan átomos de oxígeno, las esferas grises oscuro 
carbonos y las esferas grises claro hidrógenos. 
En la Figura I.7 se esquematizan, a modo de ejemplo, tres procedimientos 
distintos para la elución de plomo y/o estroncio en matrices ricas en materia orgánica 
con una microcolumna de esta resina. El la Figura I.7 (A) se presenta uno de los 
procedimientos de separación más sencillos encontrados en la bibliografía. En este, la 
separación se lleva a cabo en un único paso con un solo ácido, el HCl [99]. En las 
Figura I.7 (B) y (C) se presentan los procedimiento utilizado por Fortunato et al. [100] 
para muestras de alimentos y Smet et al. [101] para muestras geológicas. En ambos 
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casos, es necesario un cambio de ácidos, lo que aumenta los pasos necesarios para la 
separación.  
Como puede apreciarse en la Figura I.7, tras la elución final del analito, el medio 
es ácido clorhídrico (6-8 M), por lo que es necesario un cambio adicional a un medio 
más compatible con el MC-ICP-MS, para lo cual se recurre a la evaporación a 
sequedad. Previamente, cuando el tratamiento de muestra es digestión ácida, se ha 
tenido que realizar un cambio de medio, también con evaporación a sequedad, para 
hacerlo compatible con la separación.  
En todos estos pasos existe un elevado riesgo de contaminación, a lo que hay que 
añadir la cantidad de ácidos utilizados. Estos deben ser de un elevado grado de pureza, 
ya que los blancos son críticos para la medida de relaciones isotópicas. En este sentido, 
es habitual emplear ácidos destilados por sub-boiling, tanto para el tratamiento de las 
muestras como para la limpieza del material utilizado.  
El protocolo de limpieza de todo el material, incluyendo las columnas con la 
resina empleadas para la separación del analito de la matriz, debe ser muy exhaustivo 
y todas las manipulaciones se deben llevar a cabo en condiciones limpias (en campana 
de flujo laminar, sala limpia, etc).  
Después de todo esto, deben lograrse recuperaciones cuantitativas del analito, 
puesto que recuperaciones no cuantitativas pueden inducir variaciones en las 
relaciones isotópicas [102, 103]. Lo que pone en evidencia las dificultades añadidas 
que entraña la preparación de muestra para la medida exacta de las relaciones 
isotópicas con el MC-ICP-MS, no sólo en términos de laboriosidad sino también en 
tiempo de análisis y riesgos de contaminación. 
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Figura I.7. Separación química del Pb (A), Sr (B) y Sr y Pb (C) utilizando la resina “Sr-SpecTM”. 
Elementos retenidos
Ba, Sr, Pb
Elementos de la matriz 
(majoritarios, REEs, Th, U)
Lavado 4 0,1 mL HNO3  2M
Carga de muestra 
en HNO3 2M
(C) 
150 L de resina
0,15 mL de
altura de cama
Lavado 2 0,1 mL HNO3  2M
Elución del Ba
1 mL HNO3  7M
Lavado 5 0,1 mL HCl 3M
Elución del Sr
1 mL HNO3  0,05M
Elución del Pb
0,8 mL HCl 8M
Acondicionamiento: HCl 2,4 M (2  0,5 mL)
Limpieza: HCl 6 M (6  1 mL) 
Elución analito: HCl 6 M (3  1 mL)
Elución matriz: HCl 2,4 M (4  1 mL)
Carga de la muestra, en HCl 2,4 M (1  1,5 mL)
Limpieza: HCl 6 M (3  1 mL)
(A) 
400 L de resina
Altura de
cama 0,5 cm
Limpieza y acondicionamiento: HCl 8 M (1,5 mL) 
Elución Sr:   agua (1,4 mL)
Elución matriz: HNO3 2 M (0,4mL) 
y HNO3 8 M (0,4mL) 
Carga de la muestra, en HNO3 2% (1,2 mL)
Elución Pb: HCl 8 M (1,4 mL)
(B) 
35 mg de resina
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Tabla I.2. 
Varios tratamientos de muestra empleados en la bibliografía para la determinación de la composición de elementos traza en tejidos 
biológicos marinos por ICP-MS. 
Muestra 
real 
CRM Procedimiento / reactivos Condiciones Sistema utilizado 
Isótopos / 
elementos medidos 
Ref. 
Abadejo IAEA-407  
MAD (250 mg muestra) con 3 mL 
de HNO3 + 2 mL de H2O2 + 3 mL 
de agua. Dilución con HNO3 0,3 M 
(volumen final 100 mL). 
i) 10 min, 30 % de potencia; 
ii) 10 min, 0 %; iii) 10 min, 
30 %; iv) 10 min, 0 %; v) 
10 min, 30 %. 
Horno de microondas 
doméstico Toshiba, 
modelo ER-694ETN 
107
Ag,
 27
Al, 
75
As, 
11
B, 
137
Ba, 
43
Ca,
 111
Cd,
 140
Ce,
 59
Co, 
52
Cr,
 
133
Cs, 
63
Cu,
 163
Dy, 
166
Er,
 153
Eu, 
57
Fe, 
157
Gd, 
165
Ho, 
39
K, 
139
La, 
7
Li,
 175
Lu, 
24
Mg, 
55
Mn, 
23
Na, 
146
Nd, 
60
Ni, 
208
Pb, 
141
Pr, 
85
Rb, 
78
Se, 
147
Sm, 
88
Sr, 
232
Th, 
169
Tm,
 
238
U,
 51
V,
 89
Y, 
172
Yb, 
66
Zn. 
[104] 
- 
IAEA-407 
DORM-3  
DOLT-3 
Digestión
a
 con HNO3 + HCl y 
HNO3 + H2O2 en baño de agua. 
MAD con 3 mL de HNO3 + 2 mL 
de H2O2 + 3 mL de H2O2 en hornos 
de microondas
b y c
.
 
 
Calcinación
d
 y digestión en placa 
calefactora con 5 mL de HNO3. 
Pre-digestión con 3,5 mL de HNO3 
+ 2 mL de H2O2 toda la noche a tª 
ambiente. Después, MAD
c
 con 2,5 
mL agua + 0,1 mL de HF.  
Dilución con HNO3 5 M (volumen 
final 100 mL). Dilución 10 veces. 
a
2 h a 85ºC. 
b
i) 10 min, 30 % de 
potencia; ii) 10 min, 0 %; 
iii) 10 min, 30 %; iv) 10 
min, 0 %; v) 10 min, 30 %. 
c
i) 5 min a 580W, rampa 
hasta 180 ºC; ii) 10 min a 
470W 180 ºC. 30 min de 
enfriado. 
d
36 h a 450ºC 
b
Horno de microondas 
doméstico Toshiba. 
c
Horno de microondas 
de laboratorio 
Milestone Ethos Plus, 
Microwave 
Labstation 
107
Ag,
 27
Al, 
75
As, 
11
B, 
137
Ba, 
43
Ca,
 111
Cd,
 140
Ce,
 59
Co, 
52
Cr,
 
133
Cs, 
63
Cu,
 163
Dy, 
166
Er,
 153
Eu, 
57
Fe, 
157
Gd, 
165
Ho, 
39
K, 
139
La, 
7
Li,
 175
Lu, 
24
Mg, 
55
Mn, 
23
Na, 
146
Nd, 
60
Ni, 
208
Pb, 
141
Pr, 
85
Rb,
78
Se, 
147
Sm, 
88
Sr, 
232
Th, 
169
Tm,
 238
U,
 51
V,
 89
Y, 
172
Yb, 
66
Zn. 
[105] 
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Muestra 
real 
CRM Procedimiento / reactivos Condiciones Sistema utilizado 
Isótopos / 
elementos medidos 
Ref. 
Pescados y 
mariscos 
BCR-278R 
IAEA-407 
MAD (0,2 - 0,6 g muestra) con 3 
mL de HNO3 + 3 mL de agua. 
Dilución. i) 20 min, 500W; ii) 10 min, 
800W; iii) 20 min, 0 W 
[106] 
Horno de microondas 
de laboratorio 
Multiwave 3000, 
Anton Paar 
Ag, Al, As, Ba, Cd, Co, Cu, Ga, 
Ge, Hg, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, 
Sn, Sr, Te, V, Zn 
[107] 
- 
BCR-278R 
BCR-422 
BCR-627 
DORM-2 
IAEA-407 
MAD (0,3 - 0,7 g muestra peso 
húmedo) con 3 mL de HNO3 + 3 
mL de agua. Dilución (volumen 
final 50 mL).  
52
Cr, 
56
Fe, 
80
Se [36] 
- 
SRM 1577b 
SRM 1566a 
TORT-2 
DOLT-3 
Solubilización (75 mg muestra) 
con 5 mL de ácido fórmico. 
Agitación de la mezcla. Mantener 
el tubo a 90 ºC en baño de agua 1 
h. Dilución con HNO3 1 % v/v 
(volumen final 10 mL). 
MAD
a
 (150 mg muestra) con 5 mL 
de HNO3 + 2 mL de H2O2+2 mL de 
agua. Dilución con agua (volumen 
final 30 mL). 
a
 2 etapas de 30 min por 
encima de 90 ºC y 3 etapas 
de 30 min por encima de 
190 ºC. Mantener 210 min a 
190 ºC. 
Horno de microondas 
de laboratorio 
Milestone, Ethos Plus  
75
As, 
138
Ba, 
111
Cd, 
59
Co, 
63
Cu, 
57
Fe, 
69
Ga, 
55
Mn, 
98
Mo, 
60
Ni, 
208
Pb, 
85
Rb, 
82
Se, 
88
Sr, 
205
Tl, 
238
U, 
51
V, 
66
Zn 
[63] 
Almejas ERM CE-278 
MAD (0,3-0,5 g muestra peso 
húmedo) con 7 mL de HNO3 + 1 
mL de H2O2. Dilución con agua 
(volumen final 25 mL). 
i) 10 min, 1000 W, 25 - 200 
ºC; ii) 10 min, 1000 W, 200 
ºC. 
Horno de microondas 
de laboratorio 
Milestone, 
Ethos Plus 1 
Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, 
Mn, Ni, Pb, Sn, Zn 
[108] 
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Muestra 
real 
CRM Procedimiento / reactivos Condiciones Sistema utilizado 
Isótopos / 
elementos medidos 
Ref. 
5 especies 
de 
pescados  
DORM-2 
TORT-2 
MAD (0,15 g muestra peso seco) 
con 6 mL de HNO3+1 mL de H2O2 
Dilución con agua (volumen final 
50 mL). 
i) 15 min a 150 ºC; ii) 15 
min, 150 ºC. 10 min 
enfriado. 
Horno de microondas 
de laboratorio CEM, 
modelo Mars 5 
Al, As, Be, Cd, Cr, Co, Cu, Fe, 
Pb, Mn, Mo, Ni, Sb, Tl, V, Zn.  
[109] 
Pescado 
Varios CRMs 
(no 
de tejidos 
marinos) 
MAD (0,10 - 0,25 g de muestra) 
con 4 mL de HNO3 + 2 mL de 
H2O2. Dilución con agua (volume 
final 50 mL). 
i) 4,5 min,1000 W, 160 ºC; 
ii) 0,5 min, 0W, 160 ºC; iii) 
5 min, 1000 W, 230 ºC; iii) 
5 min, 1000 W, 230 ºC; v) 
20 min, 0 W, 0 ºC. 
Horno de microondas 
de laboratorio 
Milestone, modelo 
Ethos 1600
 
27
Al, 
75
As, 
111
Cd,
 59
Co, 
53
Cr, 
63
Cu, 
202
Hg, 
24
Mg, 
55
Mn,
 
98
Mo,
60
Ni, 
208
Pb, 
82
Se, 
88
Sr, 
51
V, 
66
Zn 
[110] 
 
DOLT-3 
DORM-3 
TORT-2 
Solubilización 75 mg muestra con 
1 mL de TMAH 50 % (v/v) e 
incubación
a
. Dilución a 10 mL con 
0,5% (v/v) HNO3+ 0.01% (v/v) 
Triton X-100+10 μg L−1 de Rh. 
Mantener 3 días a -20 ºC. 
a
12 h a tª ambiente
 
Homogenizador 
rotacional (equipo sin 
especificar) 
27
Al, 
75
As, 
138
Ba, 
111
Cd, 
59
Co, 
63
Cu, 
57
Fe, 
24
Mg, 
55
Mn, 
98
Mo, 
208
Pb, 
123
Sb, 
82
Se, 
88
Sr, 
51
V, 
64
Zn, 
52
Cr 
[82] 
9 especies 
de 
pescados  
y 5 de 
mariscos 
TORT-2 
Pre-digestión (0,5 g muestra) con 5 
mL de HNO3 a tª ambiente 8 h. 
Digestión
a
. Filtración y dilución 
con agua (volume final 25 mL). 
a
 8 h a 85 ºC - As, Cd, Hg, Pb [111] 
Anguila 
DOLT-3 
DORM-2 
Digestión (100 mg muestra) con 2 
mL de HNO3 y 1 mL de H2O2 a 90 
°C toda la noche (14 h). Dilución 
con agua. 
- - As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn [112] 
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Muestra 
real 
CRM Procedimiento / reactivos Condiciones Sistema utilizado 
Isótopos / 
elementos medidos 
Ref. 
Platija, 
sargo y 
cangrejo 
SRM 1566b 
DORM 2 
MAD (0,15 g muestra peso seco) 
con 2 ml de HNO3 + 2 mL de H2O2 
+ 0,3 ml de HF. 
i) 20 min, 600 W seguido de 
5 min a 110 ºC y 5 min de 
enfriado. Enfriar a 20 ºC, 1 
h; ii) 10 min, 1200 W 
seguido de 10 min a 200 ºC 
y 5 min de enfriado. Enfriar 
a 20 ºC, 1 h. 
Horno de microondas 
de laboratorio CEM, 
Marx 5 
Ag, Al, As, Ba, Cd, Co, Cu, Fe, 
K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Se, Sr, 
V, Zn. 
[113] 
Mejillón, 
atún, pez 
espada y 
cazón. 
BCR-278R 
BCR-422 
DORM-2  
MAD (2 g peso húmedo) con 5 mL 
de HNO3 + 2 mL de H2O2 (CRMs, 
3 mL de HNO3 y 1,5 mL de H2O2. 
Dilución con agua (volumen final 
30 mL). 
i) 5 min, 120 °C; ii) 5 min, 
120 °C; iii) 5 min, 190 °C; 
iv) 15 min, 190 °C. 
Horno de microondas 
de laboratorio 
Milestone, Ethos Pro 
27
Al, 
75
As, 
114
Cd, 
59
Co, 
52
Cr, 
65
Cu, 
56
Fe, 
202
Hg, 
55
Mn, 
98
Mo, 
60
Ni, 
206+208
Pb, 
82
Se, 
118
Sn, 
51
V, 
66
Zn 
[114] 
Pescado 
TORT-2 
CNEMC- 
ESA-2  
DOLT-3 
DORM-2 
MAD (0,5 g de muestra) con 10 
mL de HNO3.
a 
Evaporación por MW. Sistema a 
vacío con 3 botellas conectadas en 
serie al digestor: 1) 1 L de agua; 2) 
1 L de NaOH al 25% y 3) 1 L de 
agua.
b
 
a 
i) 1 min a 75 °C; ii) 3 min 
a 100 °C; iii) 4 min a150 
°C; iv) 12 min a 180 °C. 
 
b 
i) 17 min, 600 W.
 
Horno de microondas 
de laboratorio CEM, 
Marx  
75
As, 
114
Cd, 
53
Cr, 
202
Hg, 
208
Pb, 
123
Sb, 
118
Sn 
[115] 
- 
BCR-278R 
BCR-422 
DORM-2 
MAD (0,2-0,3 g de muestra) con 5 
mL de HNO3 + 2 mL de H2O2. 
Dilución con agua (volumen final 
50 mL). 
 
i) 1 min a 250 W; ii) 2 min 
a 0 W; iii) 5 min a 400 W; 
iv) 6 min a 650 W. 
Horno de microondas 
de laboratorio 
Milestone, MLS-1200 
Mega 
27
Al, 
75
As, 
111,112,114
Cd, 
59
Co, 
52
,
53
Cr, 
63,65
Cu, 
57
Fe,
 55
Mn, 
95,96,98
Mo, 
58
,
60
Ni,
 206,207,208
Pb, 
77,82
Se,
 118,120
Sn, 
51
V, 
64,66
Zn 
[116] 
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Muestra 
real 
CRM Procedimiento / reactivos Condiciones Sistema utilizado 
Isótopos / 
elementos medidos 
Ref. 
6 especies 
de 
pescados 
SRM 2974 
Digestión [112]. Agitación de la 
muestra con 2-3 mL de agua y 5 
mL de HNO3 toda la noche. MAD
a
. 
Después de enfriar, adición de 2 
mL de H2O2. MAD
a
. Filtración con 
filtros de disco (0.45 μm). Dilución 
a 25 mL con agua. 
a
15 min, 65 psi. 
Horno de microondas 
de laboratorio CEM, 
MDS 2000 
Ag, As, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Hg, 
Mn, Ni, Se, V, Zn 
[117] 
- SRM 2976 
UAE (0,1 g muestra) con 5 mL de 
HNO3 (1 % v/v). Centrifugación 10 
min a 4000 rpm. 
Tiempo 4 min y amplitud 
40%. 
Sonda de ultrasonidos 
Cole Parmer, CP 
130PB-1 (130 W, 20 
kHz) 
Ag, Al, As, Ba, Bi, Cd, Co, Cr, 
Cu, Cs, Ge, In, Mn, Ni, Pb, Rb, 
Sb, Se, Sr, Zn, Zr 
[64] 
- 7 CRMs de 
pescados 
MAD de bajo volumen (0,07 g 
muestra peso seco) con 1 mL de 
HNO3. Dilución con agua 
(volumen final 10 mL). 
i) 2 min, 600 W; ii) 2 min, 
0 W; iii) 45 min, 450 W. 
Horno de microondas 
de laboratorio CEM, 
MDS-81 
Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, 
Ni, P, Pb, Se, V, Zn 
[70] 
- Sin especificar 
Materiales de referencia certificados (CRMs, Certified Reference Materials) utilizados: 
  
 
 
IAEA-407: tejido de pescado 
DORM-3, DORM-2: músculo de cazón 
DOLT-3: hígado de cazón 
BCR-278R, ERM CE 278, SRM 2974, SRM 2976: tejido de mejillón 
BCR-422: músculo de bacalao 
BCR-627: tejido de atún 
SRM 1577b: hígado bovino 
SRM 1566b, SRM 1566a, CNEMC ESA 2: tejido de ostra 
TORT-2: hepatopáncreas de langosta 
Continuación Tabla I.2. 
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Tabla I.3. 
Procedimientos de preparación de muestra empleados en la literatura para el estudio de las relaciones isotópicas de metal(oid)es en tejidos 
biológicos marinos. 
Relaciones 
isotópicas 
Muestra Preparación de muestra Separación matriz 
Técnica 
analítica 
Ref. 
204, 207, 208
Pb/ 
206
Pb
 Mejillón MAD con HNO3. Sin separación Q-ICP-MS  [118] 
206
Pb/
207, 208
Pb Mejillón Digestión (250 mg de muestra) con 8 mL de HNO3, 3 h a 90 ºC. Sin separación Q-ICP-MS [95] 
204, 207, 208
Pb/ 
206
Pb 
Almeja Digestión convencional con HNO3. Bromación. 
Resina de intercambio 
aniónico (sin especificar) 
MC-ICP-MS [119] 
206
Pb/
207
Pb, 
207
Pb/
207
Pb
 Cetáceos 
MAD en reactores abiertos (500 mg de muestra liofilizada) con 5 
mL de HNO3. Dilución con agua Milli-Q (volumen final 50 mL). 
Sin separación Q-ICP-MS [120] 
206, 208
Pb/
207
Pb 
Diferentes 
especies de 
pescados y 
mariscos 
Digestión en tubo Pirex (0,5 g de muestra) con 5 mL de HNO3 
durante toda la noche. Adición de 3 mL de HNO3 y 1 mL de 
HClO4. Agitación y posterior calentamiento en placa de aluminio: 
50 ºC durante 8 h, 75 ºC 2 h, 100º C 2 h, 125 ºC 3 h y 150 ºC hasta 
sequedad. Enfriar. Adición de 10 mL de HNO3 al 5 %. 
Calentamiento a 70 ºC durante 1 h. Agitar la solución y trasvasar a 
tubo de centrifuga. Centrifugación 10 min a 150N. 
Sin separación Q-ICP-MS  [121] 
207, 208
Pb/
206
Pb
 
Mejillón Digestión (400 mg de muestra) con HNO3 durante varios días. 
Separación del Pb con la 
resina Chelex® y 
purificación con la resina de 
intercambio iónico Dowex® 
AG 1X4. 
SF-ICP-MS  [122] 
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Relaciones 
isotópicas 
Muestra Preparación de muestra Separación matriz 
Técnica 
analítica 
Ref. 
87, 88
Sr/
86
Sr
 Hígado de  
Pescado 
MAD (250 mg de muestra) con 5 mL de HNO3 y 0,2 mL de H2O2 
Programa digestión (CEM MDS-2100): 10 min a 20 psi y 40 % de 
potencia, 10 min a 40 psi y 50 % potencia, 10 min a 80 psi y 50 % 
de potencia, 20 min a 100 psi y 60 % de potencia y 30 min a 120 
psi y 70 % potencia [123]. Las soluciones resultantes de 4 
reactores de digestión se mezclan y se lleva a un volumen final de 
20 mL con HNO3 8M. 
Resina de extracción 
cromatográfica Sr-Spec
TM
 
MC-ICP-MS [23] 
87
Sr/
86
Sr
 
Caviar 
Calcinación (20 g de muestra) a 550 ºC (toda la noche). 
Redisolución en 4 mL de HCl 8 M. Centrifugación, 4 min a 4000 
rpm. 
Resina de extracción 
cromatográfica Sr-Spec
TM
 
MC-ICP-MS [124] 
67
Zn/
66
Zn
 
Trucha 
MAD con 4 mL de HNO3 y 2 mL de H2O2. Programa con una 
etapa de calentamiento a 1400 W, rampa de 10 min y permanencia 
de 10 min seguido de una etapa de potencia cero 10 min y una 
etapa de enfriado de 30 min. Dilución (volumen final 20 mL). 
Sin separación Q-ICP-MS [125] 
235
U/
238
U
 
3 especies de 
pescados y 5 de 
mariscos 
Solubilización (250 mg muestra) con 8 mL de agua regia y 2 mL 
de HF. Neutralización del exceso de HF con una disolución de 
ácido bórico saturada. Calentamiento hasta reducir el volumen a 3 
mL. Dilución con agua desionizada (volumen final 50 mL). 
Sin separación Q-ICP-MS [126] 
196, 198, 199, 200, 201, 
202, 204
Hg/
198
Hg 
CRM-464 
Digestión con HNO3 y adición de BrCl. Neutralización del exceso 
de BrCl, adición de hidroxilamina 30 %. Derivatización 
(propilación). 
Sin separación 
CG-MC-ICP-
MS  
[127] 
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CRMs utilizados: 
 
 
      
Relaciones 
isotópicas 
Muestra Preparación de muestra Separación matriz 
Técnica 
analítica 
Ref. 
196, 198, 199, 200, 201, 
202, 204
Hg/
198
Hg 
CRM-464 
Digestión (0,05 - 0,3 g de muestra) con 4 mL de TMAH (25 %) 3 
h a 20 ºC. Derivatización por etilación o propilación de las 
especies de Hg con 4 mL de tampón ácido acético/acetato de sodio 
(0,1 M). Reajustar pH a 4 con HCl o hidróxido de amonio. 
Adición de 0,5 mL de tetraetilborato o tetrapropilborato al 1 % w/v 
y 2 mL de hexano. Agitación manual 5 min. Trasvase de la fase 
orgánica a un vial cromatográfico. Almacenada a -18 ºC. Después 
de la medida de las relaciones isotópicas, preconcentración bajo 
flujo de argón. 
Sin separación 
CG-MC-ICP-
MS 
[128] 
196, 198, 199, 200, 
201,204
Hg/
202
Hg 
Varias especies 
pescados y 
crustáceos, 
DOLT-2,  
DORM-2 
Digestión con HNO3. Reducción on-line con SnCl2. Sin separación MC-ICP-MS [129] 
240
Pu/
239
Pu
 
Calamar 
Calcinación a 450 ºC 48 h. Disolución de las cenizas con HNO3 8 
M y unas gotas de H2O2. Evaporación a sequedad. Redisolución 
con HNO3 8 M.  
Resina de intercambio 
aniónico Dowex 1-X8 
SF-HR-ICP-
MS 
[130] 
DOLT-2: hígado de cazón 
DORM-2: músculo de cazón 
CRM-464: atún 
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Tabla I.4. 
Procedimientos de preparación de muestra seleccionados para la medida de relaciones isotópicas mediante MC-ICP-MS en muestras 
alimentarias y medioambientales. 
Relaciones 
isotópicas 
Matriz Preparación de muestra Separación matriz Ref. 
207,208
Pb/
206
Pb Sedimentos 
Extracción (500 mg muestra) con 10 mL HCl 0,5 M. Agitación a tª ambiente 1 
h. Filtración [131]. 
Digestión de la fracción residual (procedente de la lixiviación) con HNO3 + 
HClO4 + HF. 
Lixiviación fracción lábil con HCl. 
Sin separación. [132] 
206,207,208
Pb/
204
Pb, 
207,208
Pb/
206
Pb 
Turba 
Digestión en autoclave (200 - 250 mg muestra) con 3 mL de HNO3 + 0,1 mL de 
HBF4, 240 ºC [133]. 
Sequedad y redisolución en 2 mL de HCl 2,4 M. Resina de extracción 
cromatográfica Sr-Spec
TM
. 
[99] 
Líquenes y 
vegetales 
MAD con 3 mL de HNO3 + 3 mL de H2O2 + 2 mL de H2O + 0,8 mL de HF 
[134]. 
Sequedad y redisolución en 2 mL de HCl 2,4 M. 
206,207,208
Pb/
204
Pb, 
207,208
Pb/
206
Pb 
Turba, suelo y 
plantas (ramas y 
hojas) 
Calcinación (500 mg muestra): precalentamiento a 125 ºC 4 h. Enfriar 10 min. 
Mineralización a 550 ºC toda la noche. Enfriar [135]. Resina de extracción 
cromatográfica Sr-Spec
TM
. 
[136] 
Líquenes 
MAD (125 g muestra) con 6 mL de HNO3 + 4 mL de H2O + 0,16 mL de HF. 
Evaporación a sequedad y redisolución en 2 mL HCl 2,4 M. 
[136, 
 137] 
206
Pb/
207
Pb, 
206, 208
Pb/
204
Pb,
 
114Cd/110Cd 
Suelo Digestión (50 - 100 mg muestra) con HNO3 + HF + HCl y HNO3 + H2O2. 
Resina de intercambio 
aniónico (sin especificar) 
[138] 
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Relaciones 
isotópicas 
Matriz Preparación de muestra Separación matriz Ref. 
114Cd/110Cd Sedimentos de río 
Digestión en placa (10 - 400 mg muestra) con 4 mL de HNO3 + 0,2 mL de H2O2 
durante 2 días. 
Sequedad a 120 ºC y redisolución en1 mL de HNO3 + 1 mL HF /100 mg de 
muestra. 
Tratamiento ultrasónico 1 h. 
Digestión en horno a 190ºC, 48 h. 
Sequedad a 120 ºC y redisolución en 2 mL HCl 2M. 
Centrifugación a 5500 rpm, 20 min. 
Resina de intercambio 
aniónico AG-MP-1M. 
[139] 
87
Sr/
86
Sr Granos de café 
MAD (500 mg muestra) con 6 mL de HNO3 + 1 mL de H2O2. Dilución 
(volumen final 20 mL) con HNO3 al 1 % m/m. 
Resina de extracción 
cromatográfica Sr-Spec
TM
. 
[140] 
87
Sr/
86
Sr 
Espárragos MAD (200 mg muestra) con 3 mL de HNO3 + 0,5 mL de H2O2. Dilución 
(volumen final 50 mL) con HNO3 al 1 % m/m. 
Separación por inyección en 
flujo en línea con la resina de 
extracción cromatográfica Sr-
Spec
TM
. 
[93, 
,141] 
Suelo 
MAD (200-300 mg muestra) con 4 mL HF + 1 mL HClO4. 
Evaporación a 180 ºC hasta 0,5 mL. Adición de 2,5 mL de agua regia y 
evaporación a 100 ºC hasta 0,5 mL. Redisolución con HCl 6M. 
Suelo 
Extracción (20 g muestra) con 50 mL de NH4NO3 1 M. Agitación a tª ambiente, 
2 h a 20 rpm. Filtración. Adición de 0,5 mL de HNO3 (1 % w/w). 
87
Sr/
86
Sr 
Sidra Dilución 1:10 con HNO3 0,2 M. Separación por cromatografía 
iónica en línea con la resina de 
extracción cromatográfica Sr-
Spec
TM
. 
[142] Manzanas y hojas MAD conHNO3 + H2O2. 
Suelo Lixiviación con HNO3 0,2 M o nitrato de amonio 1 M. 
87
Sr/
86
Sr Sidra 
MAD (20 mL muestra) con 2 mL de HNO3 + 4 mL de H2O2.  
Preconcentración calentando a 80ºC hasta 1 mL muestra. 
Resina de extracción 
cromatográfica Sr-Spec
TM
. 
[92] 
Continuación Tabla I.4. 
  
Capítulo I 
 
42 
 
 
    
Relaciones 
isotópicas 
Matriz Preparación de muestra Separación matriz Ref. 
87
Sr/
86
Sr Queso 
“Casein Sr”. Congelación de la muestra con N2 líquido, 12 h. Extracción (1 - 2 g 
muestra en porciones de 2 mm) en 3 pasos: 2 pasos con 15 mL de dietil éter y un 
paso con 15 mL HCl (pH 4). Descomposición térmica en horno, 2 h a 200 ºC y 1 
h a 650 ºC. Redisolución con 1,2 mL de HNO3 2% (v/v). 
Resina de extracción 
cromatográfica Sr-Spec
TM
. 
[100] 
87
Sr/
86
Sr Vino 
Evaporación a sequedad (10 mL muestra). Redisolución en 5 ml de HNO3 y 
evaporación a sequedad. Redisolución en 5 mL de HCl 6 M y evaporación a 
sequedad. 
Redisolución en HCl 2,5 M. Centrifugación 20 min a 3500 rpm.  
Resina de intercambio 
catiónico Bio-Rad AG50 
[143] 
87
Sr/
86
Sr Arroz Digestión (5 g muestra) con HNO3, HClO4 y HF. 
Resina de intercambio iónico 
Dowex 50W X8 
[144] 
56Fe/54Fe 
Suelo 
Digestión ácida (50 mg muestra) con HF + HNO3 (mezcla 1:2) en placa a 160 ºC 
durante 24 h. Evaporación y adición de 5 mL de agua regia. MAD. Evaporación 
en placa. Redisolución con HNO3. Evaporación y redisolución en HCl 6M. Cromatografía de intercambio 
aniónico con la resina BioRad 
AG® 1-X8. 
[145] 
Plantas 
Digestión (250 mg muestra) en horno de microondas con 5 mL de HNO3 a 200 
°C. Evaporación en placa y redisolución con H2O2 y HNO3. Evaporación y 
redisolución en HCl 6M. 
56,57,58Fe/54Fe 
Muestras 
inorgánicas 
(silicatos) 
Muestras 
orgánicas 
(músculo, hígado 
y sangre) 
Digestión de los silicatos en placa a 150 ºC con HF + HNO3. Sequedad y 
redisolución con HCl o agua regia a 170 ºC durante varias horas. 
MAD con HNO3+ H2O2 y agitación. 
Varios ciclos de disolución de todas las muestras con HNO3 a 150 ºC y 
sequedad. Disolución de todas las muestras con 1 - 2 mL de HCl 6 M. 
Resina de intercambio 
aniónico BioRad AG® 1-X8. 
[146] 
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Relaciones 
isotópicas 
Matriz Preparación de muestra Separación matriz Ref. 
236
U/
238
U
 
Suelo (con raíces 
y vegetación) 
2 calcinaciones separadas y posterior mezcla de cenizas. 
Calcinación (250 g muestra) a 600 ºC 1 h. Calcinación a 550 ºC 2 h de las raíces 
y vegetación. Lixiviación en HCl 8M. 
Resina de intercambio 
aniónico AV-17. 
[147] 
238
U/
235
U 
Sedimentos 
Coral 
Agua de mar 
Calcinación (20-100 mg muestra), 550 ºC toda la noche. El residuo se transfiere 
y se trata con HF + HNO3 (1:1), HNO3 6M y HCl 6M. Disolución en HNO3 3M. 
Resina Eichrom TEVA [148] 
Disolución (100 - 200 mg muestra) con HCl 2 %. 
Disolución en HNO3 3M. 
Acidificar 60 mL muestra (0,1 % HCl). Calentamiento en placa hasta un 
volumen de 15 mL. Adición de HNO3 hasta ajustar a 3M. 
26Mg/24Mg 
Clorofila-a y 
fitoplankton 
Adición de 3 mL de acetona (90 %) a las muestras. Sonicación 15 s a 50 W. 
Almacenar a -20 ºC, 2 h. Centrifugación 5 min a 4 ºC y 3000 rpm. Trasvase del 
sobrenadante y extracción del residuo con 2 mL de acetona. Los dos 
sobrenadantes se combinan. Filtración con filtro de disco. 
Lavado de la fracción residual (después de la extracción) con agua. Ebullición 
con H2O2 0,15 % en NaOH 0,1 N. Disolución de la fracción cálcica en HCl 3 M. 
Clorofila: HPLC (columna 
Intersil ODS y pre-columna 
ODS) y columna Sep-pak 
C18. 
Fracción cálcica: Resina de 
intercambio catiónico 
AG50W-X12 (en 2 pasos). 
[149] 
25, 26Mg/24Mg
42, 44Ca/42Ca 
Suelo 
Digestión con HNO3 y HF. 
Después de la purificación dilución con HNO3 0,3 M y centrifugación 
Mg: resina de intercambio 
catiónico Biorad AG50-X12 
Ca: resina de extracción 
cromatográfica Sr-Spec
TM
. 
[150] 
198, 199, 200, 
201
Hg/
202
Hg
 
Suelo, sedimentos 
y tejidos 
biológicos 
Combustión en tubo de cuarzo a 1000 ºC. Programa de tª: i) de 25 a 150 ºC en 3 
min y permanencia 1 min; ii) de 150 a 300 ºC en 1 min y permanencia 3 min; iii) 
de 300 a 1000 ºC permanencia 3 min. 
Sin separación [151] 
Continuación Tabla I.4. 
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Relaciones 
isotópicas 
Matriz Preparación de muestra Separación matriz Ref. 
198, 199, 200, 201, 
204
Hg/
202
Hg
 
Sedimentos de 
lago (corel) 
Digestión con agua regia a 120 ºC. Adición de HNO3, HCl y KMnO4. Reducción 
con SnCl2. 
Sin separación [152] 
7
Li/
6
Li Sedimentos 
Digestión en placa (20 mg de muestra) con HNO3 +HF + HClO4. 
Después de 2 días, sequedad, cloración, sequedad y redisolución con HNO3 5 N. 
Dilución (4 veces) con metanol. 
Separación con la resina 
AG50W×8. Purificación con 
la resina AG50W×16. 
[153] 
65Cu/63Cu 
68Zn/64Zn 
Sedimentos 
Lavado (20 mg muestra) con agua en una membrana de celulosa. Disolución 
[154]. Digestión del filtro y del material filtrado con 0,5 mL de HNO3, 48 - 72 h. 
El reactor cerrado se calienta 12 h a 100 - 120 ºC y luego a 80 - 120 ºC hasta 
sequedad. Se repite el procedimiento con 0,3 mL de HNO3 + 0,2 mL de HF, 
sequedad y redisolución del residuo con 0,5 mL de HCl. Nuevamente sequedad 
y disolución con 1 mL HCl 7N. Centrifugación. Adición de 10 mL de H2O2 0,1 
% al sobrenadante. 
Resina macroporosa  
AG MP-1 
[155] 
66Zn/64Zn Turba 
Digestión MW (250 mg muestra) en autoclave de alta presión (presión de 
partida de 50 bar) con HNO3+ H2O2 + HBF4 76 min con aumento de tª hasta 240 
ºC (presión 120 bar) [156]. 
Resina de intercambio 
aniónico AG MP-1 
[157] 
66Zn/64Zn Suelo y plantas 
Primera digestión (100 - 200 mg muestra) con H2O2 a tª ambiente, 24 h. 
Segunda digestión con HNO3 + HF a 80 ºC durante 36 h, con HCl a 80 ºC 
durante 36 h y con HCl + HNO3 a 100 ºC 36 h.  
Resina de intercambio 
aniónico AG MP-1 
[158] 
Continuación Tabla I.4. 
Continuación Tabla I.4. 
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1.3. Objetivos 
En la actualidad, la sociedad demanda cada vez más el desarrollo de protocolos 
de análisis rápidos y fiables para garantizar la calidad y seguridad alimentaria, 
especialmente en pescados y mariscos. La espectrometría de masas con fuente de 
plasma acoplado inductivamente puede ocupar una posición excepcional entre las 
técnicas analíticas con el fin de establecer la composición elemental e isotópica en este 
tipo de muestras. 
A pesar de los avances en la instrumentación, siguen surgiendo numerosas 
dificultades con el uso de esta técnica, especialmente en relación con las interferencias. 
Para minimizar estas, la preparación de la muestra es una etapa crítica en el análisis. 
Los objetivos generales de la presente Tesis Doctoral son: i) la evaluación y el 
desarrollo de metodologías de preparación de muestra para la determinación de la 
composición elemental y relaciones isotópicas de plomo en organismos marinos 
mediante Q-ICP-MS y MC-ICP-MS, respectivamente y ii) la autentificación de 
mejillón procedente de Galicia (Noroeste de España) acogido a la Denominación de 
Origen Protegida (PDO, Protected Designation of Origin) utilizando la composición 
de elementos traza y el análisis quimiométrico. 
Para abordar estos objetivos, ha sido necesario cubrir los objetivos específicos 
que se describen a continuación: 
1. Aplicación del Q-ICP-MS y MAD para determinar 40 elementos en tejidos 
biológicos marinos. De forma global, se evaluarán diferentes estrategias para la 
corrección de interferencias, abordando para ello la selección de isótopos, el 
empleo de la celda de colisión y de las ecuaciones de corrección, el medio de 
digestión y la estandarización interna. La metodología finalmente propuesta, 
orientada a la autentificación de la procedencia, se validará utilizando diferentes 
CRMs de tejidos biológicos marinos. 
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2. Clasificación de los mejillones cultivados en Galicia acogidos a la PDO 
utilizando elementos traza como huella dáctilar y análisis quimiométrico. Para 
ello se determinarán los 40 elementos, utilizando la metodología propuesta, en 
158 muestras representativas de la producción global de Galicia. Estos elementos 
determinarán también, a modo de comparación, en muestras procedentes de dos 
regiones diferentes del Mediterráneo. Mediante la aplicación de diferentes 
técnicas supervisadas de reconocimiento de patrones como el análisis 
discriminante lineal (LDA, Linear Discriminant Analysis), los modelos 
independientes suavizados de analogía de clases (SIMCA, Soft Independent 
Modelling of Class Analogy) y/o las redes neuronales artificiales (ANNs, 
Artificial Neural Networks), se pretende diferenciar las muestras de mejillón 
gallego de otras muestras de mejillón e incluso obtener información de la ría de 
origen de las muestras (Vigo, Pontevedra, Arousa, Muros-Noia y Ares-
Betanzos). 
3. Evaluación de la extracción asistida por ultrasonidos como metodología de 
preparación de muestra sencilla y efectiva para la determinación cuantitativa de 
tierras raras en tejidos biológicos marinos mediante Q-ICP-MS. Para ello se 
establecerán las condiciones de medida para el análisis de los extractos con el Q-
ICP-MS, atendiendo especialmente a la eliminación de interferencias procedentes 
de la matriz de los extractos. Se optimizarán las variables que influyen en el 
proceso de extracción: composición del extractante, relación masa-volumen, 
tamaño de partícula, tiempo y amplitud de sonicación. Se evaluará la necesidad 
de incluir etapas adicionales en los análisis como centrifugación, filtración y 
limpieza. La metodología propuesta se validará utilizando un CRM de tejido de 
mejillón. Finalmente, los resultados obtenidos utilizando UAE se compararán 
con los obtenidos mediante MAD en diferentes muestras de pescados y mariscos. 
4. Evaluación de la UAE para la medida de las relaciones isotópicas de plomo en 
tejidos biológicos marinos mediante MC-ICP-MS. Los resultados obtenidos 
mediante UAE se compararán con los obtenidos con otros tratamientos de 
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muestra más clásicos como la MAD y la DA y que habitualmente se aplican con 
este fin. Fundamentalmente, se estudiará el procedimiento de separación de la 
matriz, necesario para la medida de las relaciones isotópicas de plomo con el 
MC-ICP-MS, después de cada uno de los tratamientos mencionados. La calidad 
de los resultados obtenidos para las relaciones isotópicas de plomo, en términos 
de exactitud y precisión, se evaluará utilizando el estándar de referencia 
certificado SRM-981 de plomo natural isotópico con dos sistemas de 
introducción de muestra: micronebulizador y cámara de nebulización ciclónica 
de doble paso y el sistema de desolvatación APEX IR. 
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II.1. INTRODUCCIÓN 
La procedencia de los alimentos es un criterio de calidad avalado por la 
consiguiente legislación. La Unión Europea (EU, European Union) dispone de dos 
menciones (schemes) de calidad relacionadas con la procedencia geográfica, con el fin 
de identificar los productos alimentarios que son cultivados o producidos bajo 
especificaciones exactas y/o utilizando métodos reconocidos. Estas menciones son la 
Denominación de Origen Protegida (PDO, Protected Designation of Origin) y la 
Indicación Geográfica Protegida (PGI, Protected Geographical Indication) [1, 2]. 
La mención PDO se aplica a alimentos producidos, procesados y preparados en 
un área geográfica específica utilizando métodos reconocidos y la PGI a alimentos en 
los que, al menos, una de las etapas de producción, procesado o preparación está 
vinculada a un área geográfica determinada [1]. 
El papel fundamental de estas menciones es garantizar al consumidor el nivel de 
calidad y las características específicas del producto. Los productores obtienen así una 
protección legal contra la producción de tales productos en otras áreas geográficas, lo 
que les permite influir sobre el precio final. La utilización de esta mención a otros 
productos no amparados está prohibida. Estas figuras también fomentan la 
organización del sector productivo y facilitan el acceso de productores a mercados 
nacionales e internacionales. 
Las denominaciones de calidad asociadas al origen geográfico PDO y PGI han 
sido aplicadas a pescados y mariscos, aunque con dificultades [3]. En los últimos años, 
la calidad de este tipo de productos alimenticios ha sido objeto de especial interés 
debido al reconocimiento de su consumo dentro de una dieta saludable [4]. 
A día de hoy, pocas especies están reconocidas con alguna mención geográfica 
de la Comisión Europea: 11 con PDO y 21 con PGI [2]. Productos como “Messolongi 
fish-roe” (huevas de pescado procedentes del lago Messolongi, en el golfo de Patras, 
Grecia) [5], “Whitstable oyster” (ostras procedentes de Whitsable, Reino Unido) [6], 
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“Schwarzwaldforelle” (truchas procedentes de Selva Negra, Alemania) [7] y “coquille 
Saint-Jacques des Côtes d´Armor” (vieiras procedentes de las costas de Armor en la 
Bretaña francesa) [8] han recibido alguna de estas denominaciones. En España, han 
sido reconocidas con alguna de las menciones geográficas tres especies, la melva y la 
caballa de Andalucía (ambas PGIs) y el mejillón de Galicia (PDO) [2]. De hecho, la 
primera PDO registrada por la Comisión Europea en un marisco fue el mejillón 
Mytilus Galloprovincialis cultivado en batea procedente de las rías de Galicia bajo la 
mención “Mejillón de Galicia” o “Mexillón de Galicia” (año de registro 2007) [9]. 
Para más información ver ANEXO I. 
En general, las condiciones medioambientales de un área geográfica se reflejan 
en la composición elemental de los alimentos. Actualmente, esta composición junto 
con el análisis quimiométrico son herramientas utilizadas con frecuencia para 
establecer la autenticidad de la procedencia de diferentes alimentos. Sobre este tema se 
han publicado numerosos trabajos aplicados a productos provenientes de la agricultura 
[10, 11]. Para más información ver ANEXO II. Por el contrario, esta aplicación ha sido 
escasamente utilizada en pescados y mariscos [12]. 
Elementos minoritarios, traza y ultratraza, entre los que se incluyen las tierras 
raras (REEs, Rare Earth Elements), son frecuentes en este tipo de trabajos [11, 13, 14]. 
No hay un grupo fijo de elementos que permita establecer el origen geográfico de un 
alimento, por lo que generalmente el número de elementos a determinar es elevado 
(entre 10 y 47 elementos, con una media de 22 elementos). Si bien, no todos los 
elementos determinados se utilizan en el análisis quimiométrico (media 12 elementos, 
intervalo entre 3 y 38 elementos) [15, 16] (ANEXO II). 
Dado que el número de elementos a determinar es elevado y que los niveles a los 
que se encuentran la mayoría de los mismos son bajos, se imprescindible utilizar una 
metodología analítica adecuada. En este sentido, la espectrometría de masas con fuente 
de plasma acoplado inductivamente de cuadrupolo (Q-ICP-MS, Quadrupole 
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) es una potente herramienta, 
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proporcionando los datos de concentración que permiten establecer la autenticidad de 
la procedencia de los alimentos. Esta técnica permite llevar a cabo determinaciones 
multielementales con límites de detección bajos y amplios intervalos lineales. A día de 
hoy, su empleo es relativamente común en los laboratorios [17, 18]. A pesar de ello, 
todavía hay algunas dificultades para su aplicación en el análisis de rutina. 
El análisis multielemental de pescados y mariscos mediante Q-ICP-MS está 
sujeto tanto a interferencias espectrales inducidas por la matriz como no espectrales 
[12, 19-22]. Los constituyentes mayoritarios de los pescados y mariscos (C, Ca, Cl, K, 
Na, P y S) combinados con las especies químicas generadas en el plasma y los ácidos 
empleados para la digestión de la muestras son las principales fuentes de interferencias 
[12, 18, 21, 23]. 
Por ello, la digestión de pescados y mariscos para la determinación 
multielemental de un número elevado de elementos mediante ICP-MS es una etapa 
crítica. A pesar de ello, pocos estudios han sido desarrollados sobre el tema [20, 24-
26]. En general, para la descomposición de las matrices de pescados y mariscos se han 
empleado ácido nítrico sólo [23, 24, 26, 27] o mezcla con peróxido de hidrógeno [12, 
18, 21, 28]. 
Recientemente, Ashoka et al. [26] comparan seis procedimientos de digestión en 
los cuales se utilizan distintas mezclas de ácido nítrico con ácido clorhídrico, peróxido 
de hidrógeno o ácido fluorhídrico en diferentes sistemas de calentamiento (baño de 
agua, horno de microondas doméstico y un sistema de microondas cerrado de alta 
presión). También utilizan una calcinación combinada con digestión en placa 
calefactora. Estos autores concluyen que ningún método es el ideal para la 
determinación de 40 elementos con exactitud mediante ICP-MS. Estos autores 
recomiendan la digestión asistida por microondas con ácido nítrico y peróxido de 
hidrógeno para la digestión de pescados y mariscos, aunque las recuperaciones 
obtenidas para Cr y Ni son significativamente bajas. Además, recomiendan emplear 
esta metodología con precaución para Al, Mn, Co, Cu, As, Y, Ag, Cd, Ba, La, Pr y Nd. 
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En este trabajo, se presenta una evaluación global de diferentes estrategias para 
minimizar interferencias con el fin de determinar con exactitud 40 elementos en 
muestras de pescados y mariscos utilizando Q-ICP-MS. Entre los elementos de 
estudio, se incluyen todos los elementos problemáticos mencionados por Ashoka et al. 
[26]. Se aborda el estudio del empleo de isótopos alternativos, el uso de la celda de 
colisión y, con más detalle, el medio de digestión y la estandarización interna. Se 
desarrolla un método simple en el cual la muestra se digiere con ácido nítrico en un 
reactor presurizado con calentamiento por microondas. Para evaluar la exactitud de los 
resultados se emplean seis materiales de referencia certificados de tejidos procedentes 
de animales marinos. 
II.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
II.2.1. Instrumentación 
Las medidas de Q-ICP-MS se llevaron a cabo utilizando el espectrómetro 
Thermo Elemental Serie X7 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemania) equipado 
con: 
- Celda de colisión de hexapolo.  
- Cámara de nebulización de impacto electrónico con sistema Peltier (a 3 ºC). 
- Nebulizador de expansión concéntrico. 
- Conos de Ni. 
- Software PlasmaLab. 
- Automuestreador CETAC ASX-520 (CETAC Technologies, Omaha, NE, 
USA). 
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Para la digestión asistida por microondas se empleó un horno de microondas 
Multiwave 3000 (Anton Paar, Graz, Austria) equipado con un rotor de 8 reactores de 
teflón PFA (PFA, Perfluoroalkoxy) de 100 mL de capacidad (tipo XF-100). 
II.2.2. Reactivos y muestras 
Todas las disoluciones se prepararon con agua desionizada ultrapura obtenida de 
un sistema de purificación Milli Q (Millipore, Saint Quentin, Francia). Para la 
digestión de las muestras utilizaron ácido nítrico al 65 % (v/v) (Hyperpur-Plus, 
Panreac, Barcelona, España) y peróxido de hidrógeno al 30 % (v/v) (Merck, 
Darmstadt, Alemania). 
Las disoluciones patrón empleadas para la calibración fueron las siguientes: 
- ICP Multi Element Standard Certipur® VI (Merck, Darmstadt, Alemania) 
con 10 mg L
-1
 de Ag, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Ga, Mn, Mo, Ni, Pb, Rb, Sr, Te, 
Tl, V y 100 mg L
-1 
de As, Se y Zn. 
- CPI International (Amsterdam, Noruega) con 10 mg L-1 de Nb, Ta y Zr. 
- BDH Aristar (Poole, Dorset, Reino Unido) con 10 mg L-1 de Ce, Dy, Er, 
Eu, Gd, Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sm, Th, Tm, U, Y e Yb. 
- SPC Science (Québec, Canada) con 1000 mg L-1 de Sb. 
- Panreac (Barcelona, España) con 1000 mg L-1 de Sn. 
Las disoluciones estándar de trabajo se prepararon diariamente por dilución con 
HNO3 al 2 % (v/v). Para la estandarización interna se utilizaron disoluciones patrón 
monoelementales (1000 mg L
-1
) de 
72
Ge, 
103
Rh, 
115
In y 
159
Tb (Merck). 
Se analizaron seis materiales de referencia certificados (CRMs) procedentes de 
tejidos de animales marinos. Los CRMs DOLT-2 (dogfish liver, hígado de cazón), 
DOLT-3 (hígado de cazón), DORM-2 (dogfish muscle, músculo de cazón) y TORT-2 
(lobster hepatopáncreas, hepatopáncreas de langosta) se adquirieron del National 
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Research Council Canada (NRCC, Ottawa, Canada) y los CRMs ERM-CE278R 
(mussel tissue, tejido de mejillón) y BCR-668 (tejido de mejillón) del Institute for 
Reference Materials and Measurements (IRMM, Geel, Bélgica). 
Para evitar la contaminación, todo el material de vidrio y polietileno se lavó y se 
mantuvo 24 h en HNO3 al 10 % (v/v). Antes de su uso, este material se enjuagó con 
agua ultrapura, al menos tres veces. Todas las manipulaciones se llevaron a cabo en 
sala limpia. 
II.2.3. Procedimientos de digestión asistida por microondas 
En este trabajo se evalúan dos procedimientos diferentes de digestión asistida por 
microondas.  
Procedimiento A: en los reactores de digestión se pesan con exactitud alrededor 
de 0,2 g de muestra y a continuación se añaden 4 mL de ácido 
nítrico concentrado y 2 mL de agua ultrapura. 
Procedimiento B: en los reactores de digestión se pesan con exactitud alrededor 
de 0,2 g de muestra y a continuación se añaden 4 mL de ácido 
nítrico concentrado y 2 mL de de peróxido de hidrógeno. 
En ambos procedimientos la digestión de las muestras se lleva a cabo utilizando 
un programa de calentamiento preseleccionado (en total 35 min a 900 W de potencia). 
Después de enfriar los reactores, los digestados se llevan a un volumen final de 50 mL. 
Previamente a esta dilución final, se añaden los patrones internos (Ge, Rh, In y Tb) en 
una concentración de 5 g L-1. Los blancos se tratan de la misma manera. 
Para cada CRM, se llevaron a cabo cuatro digestiones independientes. La 
determinación de los 40 elementos se realizó mediante calibración externa con 
estándares acuosos. 
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II.2.4. Condiciones de operación del ICP-MS 
Las medidas de ICP-MS se realizaron en modo estándar con electrodo de 
protección (plasma screen) o con celda de colisión (CCT, Collision Cell Technology). 
Las condiciones de operación se muestran en la Tabla II.1. 
Tabla II.1. 
Condiciones instrumentales de operación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los isótopos medidos en el modo estándar fueron: 
107
Ag, 
137
Ba, 
111
Cd, 
59
Co, Cr, 
65
Cu, 
69
Ga, 
55
Mn, 
95
Mo, 
60
Ni, 
208
Pb, 
85
Rb, 
121
Sb, 
118
Sn, 
88
Sr, 
125
Te, 
205
Tl, 
51
V, 
66
Zn; 
Thermo Elemental X7 Series ICP-MS 
Parámetros 
Antorcha Cuarzo, inyector 1,5 mm 
Nebulizador Meinhard (concéntrico de expansión) 
Temperatura cámara de nebulización Sistema Peltier, 3 ºC. 
Cámara de nebulización De impacto, cuarzo 
Interfase Conos de Ni 
Plasma 
Potencia del generador 1300 W 
Flujo de muestra 0,6 L min
-1
 
Flujo de Ar refrigerante 
 
13,0 L min
-1 
Flujo de Ar auxiliar 0,7 L min
-1
 
Flujo de Ar nebulizador 0,85 L min
-1
 
Gas CCT  8 % H2 y He 
Flujo del gas de la CCT 6 mL min
-1
 
Espectrómetro de masas 
Modo de medida Salto de pico 
Canales por masa 3 
Tiempo de integración 20 ms 
Pulsos por réplica 50 
Réplicas 3 
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93
Nb, 
181
Ta, 
90
Zr; 
140
Ce, 
163
Dy, 
166
Er, 
153
Eu, 
157
Gd, 
165
Ho, 
139
La, 
175
Lu, 
146
Nd, 
141
Pr, 
147
Sm, 
232
Th, 
169
Tm, 
238
U, 
89
Y e 
172
Yb. Los isótopos medidos en el modo CCT fueron 
75
As, 
52
Cr y 
80
Se. 
Previamente a la medida, el ICP-MS se optimizó diariamente utilizando una 
disolución con 10 g L-1 de Be, Co, In, Rh y U en HNO3 al 2 % (v/v). Las condiciones 
instrumentales se ajustaron maximizando la intensidad de las señales y la estabilidad 
de los elementos presentes en esta disolución control (tune solution). Las desviaciones 
estándar relativas se mantuvieron ente 1 y 3 % y los óxidos de Ce y Ba por debajo del 
2 %. Además, en el modo CCT se minimizó la contribución de la masa 80 del Ar2
+ 
sin 
un incremento significativo de la ratio 
156
CeO
+
/
140
Ce
+
. La celda de colisión fue 
utilizada con una mezcla 8 % de H2 en He a un flujo de 6 mL min
-1
. 
II.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Las estrategias evaluadas para minimizar las interferencias fueron las siguientes: 
i) los isótopos de medida; ii) el modo de medida; iii) las condiciones de la CCT; iv) las 
interferencias procedentes del medio de digestión y de la matriz; v) los patrones 
internos utilizados. 
II.3.1. Selección de isótopos 
Para cada uno de los 40 elementos determinados, el isótopo elegido para su 
cuantificación se seleccionó en base a su abundancia natural, ausencia de 
interferencias isobáricas y mínimas interferencias poliatómicas causadas por el plasma, 
matriz de la muestra y/o ácidos empleados en la digestión. 
En general, se ha seleccionado el isótopo más abundante, a excepción de: 
138
Ba, 
114
Cd, 
63
Cu, 
58
Ni, 
98
Mo, 
120
Sn, 
130
Te, 
64
Zn y los lantánidos 
164
Dy, 
158
Gd, 
142
Nd e 
174
Yb. 
Para estos elementos, cuando el isótopo seleccionado para cuantificar es el más 
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abundante se han documentado interferencias isobáricas y poliatómicas (Tabla II.2) 
[29-32]. Por ello, en este trabajo se llevó a cabo una estimación de los potenciales 
errores causados por las interferencias isobáricas y/o poliatómicas en las muestras de 
pescados y mariscos para estos elementos. Para lo cual se midieron todos los isótopos 
de cada elemento en el CRM ERM-CE278R (tejido de mejillón digerido según el 
procedimiento B), en un estándar y en un blanco. Cuando la señal de los isótopos en el 
digestado fue del orden de la señal del blanco, este se fortificó con el estándar del 
elemento correspondiente. La expresión utilizada para el cálculo del correspondiente 
error fue la siguiente: 
Error estimado = [(IB muestra/IB estándar) / (IA muestra/IA estándar)]  ecuación II.1 
donde IB muestra es la señal corregida con la señal del blanco del isótopo B en la 
muestra, IB estándar es la señal corregida del isótopo B en el estándar, IA muestra es la señal 
corregida del isótopo A en la muestra e IA estándar es la señal corregida del isótopo A en 
el estándar. El isótopo A (isótopo de referencia) es el recomendado por el software del 
instrumento. 
Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla II.2. Como puede observarse, 
el error estimado cuando se mide el isótopo más abundante de los elementos 
estudiados fue menor del ±10 %, excepto para Ni. Para este elemento, el isótopo 
60
Ni 
debería ser el seleccionado para el análisis de este tipo de muestras. 
II.3.2. Selección del modo de medida 
La evaluación del modo de medida (modo normal o CCT) se llevó a cabo para 
los elementos As y Cr utilizando el CRM ERM-CE278R. En el modo estándar se 
observó una sobrestimación de las concentraciones para ambos elementos. Las 
recuperaciones obtenidas fueron 124 ± 7 % para As y 154 ± 8 % para Cr. 
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Tabla II.2. 
Errores estimados e interferencias más comunes para los distintos isótopos de Ba, Cd, Cu, Ni, Mo, Sn, Te, Zn, Dy, Gd, Nd e Yb. 
Isótopo referencia /  
Abund. (%) 
Otros isótopos 
Abundancia
a
 (%) / Error estimado (%) / Algunas interferencias posibles
b
 
 
137
Ba 
 
135
Ba
 
 
136
Ba
 
 
138
Ba 
   
11,232
 
6,592 +1
 14
N
123
Sb, 
12
C
123
Sb, 
17
H
118
Sn 
7,854 +4 
104
Ru
16
O2 71,698
 
-2
 138
Ce, 
138
La, 
122
Sn
16
O,  
122
Te
16
O 
   
111
Cd 
110
Cd 
112
Cd 
113
Cd 
114
Cd   
12,80 12,49 +1 
110
Pd,
 
94
Mo
16
O 
24,13 +5 
112
Sn, 
40
Ca2
16
O2,  
96
Mo
16
O, 
40
Ar2
16
O2, 
96
Ru
16
O2
 
12,22 +4 
96
Zr
16
OH, 
40
Ca2
16
O2H,  
96
Ru
17
O,
 
 97
Mo
16
O, 
 40
Ar2
16
O2H 
28,73 +3 
114
Sn, 
98
Mo
16
O,  
98
Ru
16
O 
65
Cu 
63
Cu            
30,83 69,17 +1 
23
Na
40
Ca,  
46
Ca
16
OH,
  
31
P
16
O2,  
47
Ti
16
O,  
14
N
12
C
37
Cl, 
16
O
12
C
35
Cl, 
40
Ar
23
Na,
 
36
Ar
12
C
14
NH
 
         
60
Ni
 58
Ni 
62
Ni       
26,2231 68,0769 +12 
58
Fe,  
23
Na
 35
Cl, 
3,6345 +15 
46
Ti
16
O,  
23
Na2
16
O,
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Continuación Tabla II.2. 
Isótopo referencia /  
Abund. (%) 
Otros isótopos 
Abundancia
a
 (%) / Error estimado (%) / Algunas interferencias posibles
b
 
 
40
Ar
18
O,  
40
Ca
18
O, 
40
Ca
17
OH,  
42
Ca
16
O,  
29
Si2, 
40
Ar
17
OH,  
23
Na
35
Cl
 
23
Na
39
K, 
46
Ca
16
O
 
 
   
95
Mo
 92
Mo 
96
Mo 
98
Mo    
15,92 14,84 +14 
 
92
Zr 16,68 +2 
 
39
K
41
K
16
O,  
79
Br
17
O 
24,13 -2 
 
98
Ru,  
81
Br
17
O, 
81
Br
16
OH,  
41
K2
16
O 
   
118
Sn
 116
Sn 
117
Sn 
119
Sn 
120
Sn 
24,22 14,54 -2 
100
Ru
16
O 7,68 +1 
 
101
Ru
16
O 8,59 -1 
103
Ru
16
O 32,58 +3 
104
Ru
16
O, 
104
Pd
16
O,  
40
Ar
80
Se 
125
Te
 126
Te 
128
Te 
130
Te    
7,07 1,84 +5 
 
110
Pd
16
O 31,74 +2 
 
96
Ru
16
O2 34,08 +3 
 
98
Ru
16
O2    
66
Zn
 64
Zn 
68
Zn       
27,9 48,63 +3 
64
Ni,  
32
S
16
O2,  
48
Ti
16
O,  
31
P
16
O2H,  
48
Ca
16
O, 
 
32
S2,  
40
Ar
24
Mg,  
18,75 -1 
36
S
16
O2,  
34
S
16
O
18
O,  
40
Ar
14
N2, 
 
30
Cl
16
O
17
O, 
 
34
S2, 
32
S
36
S 
36
Ar
32
S,  
34
S
17
O2, 
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a
 Datos publicados por la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) [30] 
b 
Interferencias más citadas en la literatura [29,31-32] 
 
Continuación Tabla II.2. 
Isótopo referencia /  
Abund. (%) 
Otros isótopos 
Abundancia
a
 (%) / Error estimado (%) / Algunas interferencias posibles
b
 
 
36
Ar
14
N2
 33
S
17
O
18
O, 
32
S
18
O2
 
 
   
163
Dy
 161
Dy 
162
Dy 
164
Dy    
24,90 18,91 +1 
145
Nd
16
O 25,51 +2 
162
Er,  
146
Nd
16
O
 
28,18 +4 
164
Er,  
148
Sm
16
O 
   
157
Gd
 155
Gd 
156
Gd 
158
Gd 
160
Gd 
15,65 14,8 -4 
139
La
16
O 20,47 -3 
156
Dy, 
139
La
17
O, 
140
Ce
16
O,  
138
Ba
18
O
 
24,84 +6 
158
Dy, 
142
Nd
16
O, 
142
Ce
16
O 
21,86 -7 
160
Dy,  
144
Nd
16
O, 
150
Sm
16
O 
146
Nd
 142
Nd 
143
Nd 
144
Nd  
17,2 27,2 -2 
142
Ce 12,2 +3 - 23,8 +1 
 
44
Sm,  
96
Ru
16
O3 
   
172
Yb
 171
Yb 
173
Yb 
174
Yb 
176
Yb 
21,83 14,28 +1 
155
Gd
16
O 21,83 +2 
 
157
Gd
16
O 31,83 +1 
 
174
Hf,  
158
Gd
16
O 
12,76 +0 
176
Lu, 
160
Gd
16
O 
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Cuando se utiliza la CCT, las recuperaciones obtenidas fueron adecuadas: 100 ± 
6 % para As y 96 ± 8 % para Cr. La CCT permite, por tanto, corregir las interferencias 
procedentes del plasma y de la matriz en los isótopos
75
As y 
52
Cr. En el caso del 
80
Se, el 
modo CCT siempre es necesario para solventar la interferencia del 
40
Ar
40
Ar. 
De todos modos, si se utiliza el modo estándar para la determinación de As y Cr, 
es indispensable el empleo de ecuaciones matemáticas establecidas [27]. Ahora bien, 
aunque se usen dichas ecuaciones para la corrección de interferencias, se pueden 
producir errores significativos debido a variaciones en la composición de la matriz y/o 
a bajas concentraciones de As en las muestras [27]. 
Para el As, la ecuación empleada comúnmente es [33]: 
I(
75
As) = I(
40
Ar
35
Cl) – 3,127·[I(40Ar37Cl)-0,815·I(82Se)] ecuación II.2 
donde 3,127 se calcula teniendo en cuenta la relación de abundancias del 
35
Cl y del 
37
Cl. El coeficiente 0,815 se calcula considerando del mismo modo las abundancias del 
77
Se y 
82
Se. 
Para el Cr, la ecuación es [34]: 
I(
52
Cr) = I(
52
Cr) – 0,042·I(40Ar12C) ecuación II.3 
donde 0,042 se calcula teniendo en cuenta la abundancias del 
52
Cr, 
40
Ar y 
12
C. 
En este caso, cuando las ecuaciones II.2 y II.3 fueron aplicadas a la 
determinación de As y Cr en el CRM ERM-CE278R con el modo estándar, se 
obtuvieron recuperaciones pobres: 85 ± 7 % para As y 84 ± 8 % para Cr. Como 
consecuencia, la CCT fue seleccionada para llevar a cabo las determinaciones de As, 
Cr y Se. El resto de los elementos se determinaron utilizando el modo estándar. 
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II.3.3. Optimización de las condiciones de la CCT 
El flujo del gas de la celda de colisión fue optimizado con el fin de obtener la 
mejor eficiencia posible para eliminar las interferencias procedentes del plasma. El gas 
de la celda empleado fue la mezcla 8 % de H2 en He, siguiendo las recomendaciones 
del fabricante. En general, las mezclas de He e H2 proporcionan límites de detección 
bajos en el análisis de pescados y mariscos [23, 27]. 
En este caso, se calculó la relación señal-ruido neta (SBR, Signal-to-Background 
Ratio) para verificar la eficiencia del gas de la celda de colisión. 
SBR = (St - B) / B]  ecuación II.4 
donde St es la señal del estándar y B es la señal del blanco.  
En la Figura II.1 se muestra el efecto del flujo del gas de la celda de colisión para 
75
As, 
52
Cr y 
80
Se.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura II.1. Efecto del flujo del gas de celda en el As, Cr y Se. 
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El mejor SBR para los tres isótopos se obtuvo utilizando un flujo de gas de 6 mL 
min
-1
. Para flujos superiores, el SBR disminuye debido a la elevada presión parcial del 
gas en la celda, el cual causa una mayor dispersión de los iones [35]. 
También se optimizaron el potencial del cuadrupolo (VQ) y el potencial del 
hexapolo (VH). La discriminación de la energía cinética se alcanza al fijar un potencial 
del hexapolo menos positivo que el del cuadrupolo (VQ – VH > 0). Con ello, se 
consigue la eliminación de los iones producidos en la celda (sólo los iones del analito 
con una energía mayor que el bias del hexapolo se transmiten) [27]. 
El VH se evaluó a diferentes valores entre 0 y 10 V y para cada uno de estos 
valores el correspondiente VQ se ajustó entre -10 y 0 V. Los resultados obtenidos para 
el 
75
As, 
52
Cr y 
80
Se se muestran en la Figura II.2. Como puede observarse, para VH por 
encima de 2,6 V, se produce un incremento del SBR. Entre -3 y -10 V, el VQ sólo tiene 
una pequeña influencia en el SBR (siempre menor del 10 %). 
II.3.4. Efecto del medio de digestión 
Los procedimientos de digestión A (sólo ácido nítrico en el medio de digestión) y 
B (mezcla ácido nítrico y peróxido de hidrógeno) fueron evaluados utilizando tres de 
los CRMs (ERM-CE278R, BCR-668 y TORT-2).  
Para los elementos que no están certificados en estos CRMs, el CRM ERM-
CE278R se fortificó con los elementos en cuestión antes de la digestión del mismo. Se 
investigaron así los efectos del ácido nítrico y del peróxido de hidrógeno combinados 
con la matriz.  
La concentración de ácido nítrico se mantuvo constante en ambos 
procedimientos. El efecto del ácido nítrico se obtuvo siguiendo el procedimiento A. El 
contenido de ácido nítrico en las digestiones se ajustó por dilución. 
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Figura II.2. Efecto del potencial del hexapolo versus el potencial del cuadrupolo en el 
modo CCT. 
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Cuando estos elementos se determinaron en los digestados originales, con una 
concentración de ácido nítrico del 8 % v/v se obtuvieron diferencias significativas entre los 
valores encontrados y certificados para As, Cu, Se, Sr y Zn en todos los materiales de 
referencia certificados. Los resultados se muestran en la Figura II.3. Este efecto del ácido 
es más pronunciado en los elementos ligeros, especialmente en aquellos que tienen un 
primer potencial de ionización elevado, es decir en As, Se y Zn [12, 36]. Una dilución final 
1:4 de los digestados, la cual corresponde a una concentración de ácido nítrico del 2 % 
(v/v) en la solución de medida, es indispensable para la determinación de As, Cu, Se, Sr 
and Zn en tejidos de animales marinos. Cuando se utilizó el procedimiento B, no se 
observaron efectos interferentes procedentes del peróxido de hidrógeno (4 % v/v en el 
digestado original). 
En la Tabla II.3 se muestran los resultados obtenidos con ambos procedimientos de 
digestión (N = 4 digestiones para cada CRM). Como se puede apreciar, no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas (texp < tcrit; N= 4; p < 0,05) en ningún caso. Por 
ello, el procedimiento A para la digestión ácida asistida por microondas de las muestras se 
seleccionó como procedimiento de digestión. 
II.3.5. Selección del patrón interno 
La estandarización interna ha demostrado ser una herramienta eficaz para compensar 
los efectos de supresión inducidos por la matriz [19, 36, 37]. Por ello, se evaluó la 
idoneidad de los isótopos 
72
Ge, 
115
In, 
103
Rh, 
159
Tb y 
185
Re como patrones internos. En este 
estudio se utilizaron los CRMs ERM-CE278R y BCR 668. 
Para cada elemento en estudio llevaron a cabo una calibración externa y una adición 
estándar. En la Tabla II.4 se muestra la relación de pendientes (adición estándar / 
calibración externa) en cada caso. El patrón interno (IS, Internal Standard) seleccionado 
ha sido aquel que proporciona una relación de pendientes próxima a 1. Como se puede 
apreciar en la Tabla II.4, más de un IS es adecuado para un elemento. 
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Figura II.3. Efectos del ácido nítrico y la matriz en los digestados de diferentes 
tejidos de animales marinos para As, Cu, Se, Sr y Zn. 
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Tabla II.3. 
Resultados obtenidos para algunos CRMs utilizando los procedimientos de digestión A (ácido nítrico) y B (ácido nítrico y peróxido de 
hidrógeno).  
 
 
 
Elemento 
ERM-CE 278R (g g-1)   TORT-2 (g g-1) 
 Procedimiento A  Procedimiento B   Procedimiento A  Procedimiento B 
Certificado
b
 Encontrado
c
 
Rec. 
(%)
d
 
tcrit
e
  Encontrado
c
 
Rec. 
(%)
d
 
tcrit
e
  Certificado
b
 Encontrado
c
 
Rec. 
(%)
d
 
tcrit
e
  Encontrado
c
 
Rec. 
(%)
d
 
tcrit
e
 
Ag - 0,17±0,02 - -  -- - -  - 5,99±0,25 - -  - - - 
As 6,07±0,13 6,08±0,23 100 0,09  5,83±0,21 96 2,29  21,6±1,8 21,7±1,4 100 0,14  20,9±1,3 97 1,08 
Cd 0,348±0,007 0,339±0,010 97 1,80  0,332±0,015 95 2,13  26,7±0,6 27,0±1,1 101 0,55  25,9±1,0 97 1,60 
Co - 0,34±0,01 - -  - - -  0,51±0,09 0,53±0,04 104 1,00  0,48±0,05 94 1,20 
Cr 0,78±0,06 0,75±0,06 96 1,20  0,75±0,06 96 1,00  0,77±0,15 0,79±0,03 103 1,33  0,82±0,05 107 2,00 
Cu 9,45±0,13 9,31±0,29 98 1,47  9,31±0,29 99 0,96  106±10 108±4 102 1,00  104±5 99 0,80 
Mn 7,69±0,23 7,71±0,24 100 0,17  7,68±0,37 100 0,05  13,6±1,2 13,8±0,7 101 0,57  14,3±0,8 105 1,75 
Mo - 0,31±0,06 - -  - - -  0,95±0,10 0,93±0,08 97 0,50  0,90±0,10 95 1,00 
Ni - 1,10±0,06 - -  - - -  2,50±0,19 2,42±0,08 97 2,00  2,60±0,10 104 2,00 
Pb 2,00±0,04 2,02±0,03 101 1,33  2,02±0,02 101 2,00  0,35±0,13 0,36±0,01 102 2,00  0,35±0,03 99 0,00 
Se 1,84±0,10 1,83±0,11 99 0,18  2,01±0,17 109 2,00  5,63±0,67 5,73±0,92 102 0,22  5,82±0,71 103 0,54 
Sn - 0,15±0,02 - -  0,13±0,02 - -  0,04
a
 0,04±0,01 110 0,88  - - - 
Sr - 14,33±0,54 - -  - - -  45,2±1,9 46,4±2,5 103 0,96  47,5±2,4 105 1,92 
V - 1,23±0,12 - -  - - -  1,64±0,19 1,65±0,06 101 0,33  1,71±0,08 104 1,75 
Zn 83,1±1,7 80,6±2,3 97 2,17  81,9±2,1 98 1,14  180±6 186±6 103 2,00  183±4 102 1,50 
d 
Rec. significa recuperación 
e 
t-test: tcrit = 2,353; N= 4, p<0,05 
f 
Intervalo de medias de laboratorio 
g 
Valor basado en todos los valores individuales 
 
 
- Valor no certificado 
a
 Valor informativo
 
b
 Valor medio ± intervalo de confianza (p<0,05) 
c
 Valor medio ± desviación estándar de 4 digestiones independientes 
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Continuación Tabla II.3. 
 
 
 
 
 
Elem. 
BCR-668 (g g-1) 
Elem. 
 ERM-CE278R aditivado (g g-1) 
 Procedimiento A  Procedimiento B  Procedimiento A  Procedimiento B 
Certificado
b
 Encontrado
c
 
Rec, 
(%)
d
 
tcrit
e
  Encontrado
c
 
Rec, 
(%)
d
 
tcrit
e
 Adición Encontrado
c
 
Rec, 
(%)
d
 
tcrit
e
  Encontrado
c
 
Rec, 
(%)
d
 
tcrit
e
 
Ce 89±7 87±5 98 0,80  95±5 107 2,40 Ag 1 0,17±0,02 102 2,00  0,16±0,02 100 0,00 
Dy 8,9±0,6 9,4±0,9 106 1,11  9,6±1 108 1,40 Ba 1 0,59±0,06 95 2,25  0,60±0,04 96 1,00 
Er 4,5±0,5 4,6±0,4 102 0,50  4,6±0,4 102 0,50 Ga 1 0,06±0,01 104 2,30  0,05±0,01 94 2,00 
Eu 2,79±0,16 2,84±0,30 102 0,33  2,92±0,25 105 1,04 Nb 1 <LOD 99 -  <LOD 102 - 
Gd 13,0±0,6 13,6±1,0 105 1,20  13,8±1,0 106 1,60 Rb 1 2,12±0,12 99 0,50  2,12±0,15 99 2,00 
Ho 1,8±0,6
a 
1,9±0,2
a
 106 1,00  2,0±0,2 105 2,00 Sb 1 0,10±0,01 103 2,33  0,13±0,03 108 0,67 
La 80±6 80±4 100 0,00  86±6 107 2,00 Sn 1 0,15±0,01 108 2,00  0,18±0,02 109 2,00 
Lu 0,389±0,024 0,412±0,020 106 2,30  0,408±0,029 105 1,31 Ta 1 <LOD 92 -  <LOD 90 - 
Nd 54±4 54±3 100 0,00  55±3 102 0,67 Te 1 <LOD 93 -  <LOD 92 - 
Pr 12,3±1,1 12,7 ±1,0 103 0,80  12,8±1,2 104 0,17 Tl 1 <LOD 94 -  <LOD 91 - 
Sm 11,2±0,8 11,7±1,0 104 1,00  12,0±0,9 107 1,78 Zr 1 0,75±0,08 96 0,75  0,83±0,06 106 1,67 
Th 10,7±1,2 11,4±0,8 106 1,75  11,6±0,9 108 2,00          
Tm 0,48±0,08 0,44±0,05 92 1,60  0,45±0,05 94 1,20          
U 56±5 60±8 107 1,00  60±6 107 1,33          
Y 59±5 56±3 95 2,00  62±4 105 1,50          
Yb 2,8±0,5
a 
2,6±0,3 93 1,33  2,5±0,3 90 2,00          
d 
Rec. significa recuperación 
e 
t-test: tcrit = 2,353; N= 4, p<0,05 
f 
Intervalo de medias de laboratorio 
g 
Valor basado en todos los valores individuales 
 
 
- Valor no certificado 
a
 Valor informativo
 
b
 Valor medio ± intervalo de confianza (p < 0,05) 
c
 Valor medio ± desviación estándar de 4 digestiones independientes 
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Tabla II.4. 
Patrones internos y características analíticas de 40 elementos. 
Elemento 
Relación de pendientes LOD 
(ng g
-1
) 
LOQ 
(ng g
-1
) 
RSD  
(%) 
 
Element 
Relación de pendientes LOD 
(ng g
-1
) 
LOQ 
(ng g
-1
) 
RSD 
(%) Ge Rh In Tb Re  Ge Rh In Tb Re 
Ag - 0,97 1,02 0,97 0,96 0,58 1,93 1,0-5,0  Tl - - 0,96 0,94 0,95 1,56 1,88 7,5-11,0 
As 1,00 0,91 0,94 - - 12,23 40,77 1,8-3,0  U - 1,08 1,10 1,08 1,10 1,08 2,27 1,8-8,9 
Ba - 0,92 0,94 0,93 0,94 0,22 0,73 3,7-8,4  V 0,85 0,90 0,89 - - 2,29 7,63 2,3-7,6 
Cd - 0,92 0,94 0,93 0,94 0,67 2,22 2,7-6,0  Zn 0,76 0,90 0,90 - - 10,36 34,55 0,8-4,4 
Co 0,99 0,97 0,96 - - 2,10 6,99 1,4-9-6  Zr 1,15 1,10 1,12 - - 3,97 13,24 2,1-8,8 
Cr 0,99 0,99 0,92 - - 5,03 16,77 1,3-8,5  
Tierras raras 
Cu 1,02 1,10 1,08 - - 4,74 15,79 0,8-4,4  
Ga 0,94 0,98 0,97 - - 1,89 6,29 2,1-9,7  Ce -- 1,15 1,17 1,04 1,09 0,58 1,92 1,4-9,1 
Mn 1,09 1,06 1,13 - - 1,51 5,03 1,6-10,7  Dy - 1,16 1,17 1,11 1,12 0,69 2,31 1,4-6,3 
Mo 1,00 1,02 1,04 1,02 0,99 1,97 6,55 2,3-9,6  Er - 1,15 1,17 1,11 1,12 0,88 2,95 3,7-7,0 
Nb - 1,04 1,08 1,10 1,05 5,63 18,77 5,1-10,8  Eu - 1,09 1,10 1,05 1,06 0,54 1,80 4,0-6,7 
Ni 1,08 1,04 1,06 - - 8,57 28,56 3,0-9,4  Gd - 1,14 1,14 1,09 1,11 1,08 3,60 2,8-8,9 
Pb - 1,07 1,12 1,12 1,15 0,98 3,25 1,3-6,5  Ho - 1,15 1,20 1,10 1,11 0,50 1,67 2,2-7,7 
Rb 1,13 1,15 1,10 1,13 1,18 1,05 3,51 0,8-1,7  La - 1,01 1,03 0,92 0,99 1,15 3,83 1,3-8,4 
Sb - 1,10 1,07 1,12 1,12 0,33 1,12 1,2-9,3  Lu - 1,13 1,14 1,09 1,10 0,31 1,03 10,7-11,1 
Se 1,01 0,90 0,94 - - 18,68 2,27 3,1-7,6  Nd - 0,99 1,00 0,92 0,97 0,53 1,77 2,0-8,5 
Sn - 0,90 0,96 1,10 1,12 5,83 19,43 5,0-10,8  Pr - 0,99 1,00 0,95 0,96 0,96 3,20 1,2-8,1 
Sr 1,00 1,13 1,07 1,14 - 1,92 6,40 0,9-6,4  Sm - 1,11 1,11 1,06 1,07 1,34 4,46 1,3-6,7 
Ta - 1,12 1,08 1,15 1,13 4,01 26,00 1,8-10,5  Tm - 1,14 1,14 1,10 1,10 0,42 1,40 2,9-7,4 
Te - 0,88 0,92 0,85 0,86 0,29 0,98 8,5-11,2  Y - 1,17 1,18 0,93 1,13 1,09 3,63 1,7-4,8 
Th - 1,16 1,16 1,09 1,10 1,04 3,47 2,5-7,9  Yb - 1,15 1,10 1,10 1,11 0,32 1,08 2,8-7,7 
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Finalmente, los ISs utilizados en este trabajo y recomendados para la 
determinación de los 40 elementos en pescados y mariscos son: Ge (para As, Co, Cr, 
Cu, Mo, Nb y Se); Rh (para Ga, Mn, Ni, Pb, Sb, Sn, V, Zn, Zr, La y Pr); In (para Ag, 
Ba, Cd, Rb, Sr, Ta, Te, Tl y Nd) y Tb (para Th, U, Ce, Dy, Er, Eu, Gd, Ho, Lu, Sm, 
Tm, Y e Yb). 
II.3.6. Características analíticas 
Los límites de detección (LODs, Limits of Detection) y cuantificación (LOQs, 
Limits of Quantification) metodológicos se determinaron siguiendo los criterios 3 y 
10, respectivamente (donde es la desviación estándar de 10 medidas consecutivas 
del blanco) y considerando el peso de la muestra y la dilución final. Las curvas de 
calibración externa se construyeron para tres réplicas de medida (en todos los casos los 
coeficientes de regresión fueron mayores de 0,9997). 
La precisión del método, expresada como desviación estándar relativa (RSD), se 
evaluó en términos de repetibilidad (Tabla II.4). Las RSDs para 4 digestiones 
independientes estuvieron en el intervalo 1 – 11 % para todos los elementos. Las RSDs 
para 3 réplicas de la misma digestión fueron, en todos los casos, menores del 3 %. 
La exactitud del método se evaluó mediante el análisis de los seis CRMs y 
estudios de recuperación. Los resultados se muestran en las Tabla II.3 y II.5. Los 
valores obtenidos estuvieron en concordancia con los valores certificados. No se 
observaron diferencias significativas, para un nivel de confianza del 95 %, entre los 
valores certificados y los obtenidos con la metodología propuesta (t-test, texp < tcrit; N = 
4, dos lados). 
Al contrario que con la metodología propuesta en este trabajo, la cual permite la 
determinación de un amplio número de elementos en pescados y mariscos con 
exactitud, en trabajos previos se han documentado algunas dificultades en el análisis 
 Capítulo II 
 
 
81 
 
de diferentes CRMs, correspondientes a pescados y mariscos, mediante digestión 
asistida por microondas e ICP-MS.  
Tabla II.5. 
Validación de la metodología propuesta utilizando distintos CRMs. 
 
- Valor no certificado 
a
 Valor informativo
 
b 
Valor medio ± intervalo de confianza (p<0,05) 
c
 Valor medio ± desviación estándar de 4 digestiones independientes 
d 
Rec. significa recuperación 
e 
t-test: tcrit = 2,353, N= 4, p<0,05 
f 
Intervalo de medias de laboratorio 
g 
Valor considerando todos los valores individuales 
 
Elemento 
DOLT-3 (g g-1)  DOLT-2 (g g-1)  
Certificado
b
 Encontrado
c
 
Rec. 
(%)
d
 
tcrit
e
  Certificado
b
 Encontrado
c
 
Rec. 
(%)
d
 
tcrit
e
 
Ag 1,20±0,07 1,14±0,05 95 2,00  0,61±0,03 0,65±0,04 107 2,00 
As 10,2±0,5 9,7±0,8 95 1,25  16,6±1,1 15,9±0,7 96 2,00 
Cd 19,4±0,6 19,9±0,5 103 2,00  20,8±0,5 19,9±0,8 96 2,25 
Co - 0,16±0,01 - -  0,24±0,05 0,22±0,04 92 1,00 
Cr 3,5
a
 3,9±0,36 111 2,22  0,37±0,08 0,36±0,05 97 0,40 
Cu 31,2±1,0 31,2±2,1 100 0,00  25,8±1,1 25,5±0,5 99 1,20 
Mn - 9,68±0,27 - -  6,88±0,56 6,96±0,22 101 0,73 
Mo - 3,47±0,03 - -  - 0,87±0,03  - 
Ni 2,72±0,35 2,97±0,30 109 1,67  0,20±0,02 0,22±0,03 110 1,33 
Pb 0,32±0,05 0,30±0,03 94 1,33  0,22±0,02 0,20±0,02 91 2,00 
Se 7,06±0,48 6,89±0,30 98 1,13  6,06±0,49 5,85±0,19 97 2,21 
Sn 0,4
a
 0,44±0,04 110 2,00  0,13
a
 0,14±0,02 108 1,00 
Sr - 2,12±0,51 - -  - 2,73±0,05 - - 
V - 0,35±0,01 - -  - 0,27±0,01 - - 
Zn 86,6±2,4 91,0±3,8 105 2,32  85,8±2,5 83,7±3,1 98 1,35 
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Continuación Tabla II.5. 
 
- Valor no certificado 
a
 Valor informativo
 
b 
Valor medio ± intervalo de confianza (p<0,05) 
c
 Valor medio ± desviación estándar de 4 digestiones independientes 
d 
Rec. significa recuperación 
e 
t-test: tcrit = 2,353, N= 4, p<0,05 
f 
Intervalo de medias de laboratorio 
g 
Valor considerando todos los valores individuales 
Como se ha mencionado previamente, Ashoka et al. [26] obtuvieron bajas 
recuperaciones para Ni en DOLT-3 (82 %) y en el material de referencia 
correspondiente a tejido de pescado con una composición elemental similar a la del 
Elemento 
DORM-2 (g g-1)  BCR-668 (g g-1) 
Certificado
b
 Encontrado
c
 
Rec. 
(%)
d
 
tcrit
e
  Certificado
b
 Encontrado
c
 
Rec. 
(%)
d
 
tcrit
e
 
Ag 0,041±0,013 0,043±0,006 105 0,67  - 0,13±0,01 - - 
As 18,0±1,1 18,1±2,0 101 0,10  7,1±0,5
a 
6,7±0,5 94 1,60 
Cd 0,043±0,008 0,041±0,003 95 1,33  0,275±0,011
a 
0,295±0,019 107 2,10 
Co 0,182±0,031 0,178±0,015 98 0,53  0,31-0,36
f
 0,29-0,41 - - 
Cr 34,7±5,5 34,9±2,2 101 0,18  0,37±0,06
a 
0,40±0,05 108 1,20 
Cu 2,34±0,16 2,32±0,13 99 0,31  - 5,89±0,24 - - 
Mn 3,66±0,34 3,54±0,11 97 2,18  - 5,83±0,16 - - 
Mo - 0,33±0,03 - -  1,99±0,15
a, g 
2,00±0,11 101 0,18 
Ni 19,4±3,1 18,2±1,5 94 1,60  - 0,97±0,05 - - 
Pb 0,065±0,007 0,059±0,008 91 1,50  - 1,32±0,02 - - 
Se 1,40±0,09 1,40±0,06 100 0,00  - 5,08±0,13 - - 
Sn 0,23
a
 0,25±0,03 109 1,33  - 0,12±0,02 - - 
Sr - 2,48±0,25 - -  - 24,33±2,6 - - 
V - 0,12±0,01 - -  - 1,22±0,14 - - 
Zn 25,6±2,8 25,2±1,9 98 0,29  70,7±0,4
a 
68,7±1,8 97 2,22 
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DORM-2, CRM IAEA-407 (53 %). Estos autores también obtuvieron resultados 
inexactos para Cr, Cu, Ni, Se y Zn en este mismo CRM [26]. Engstrom et al. [24] y 
Bocca et al. [38] obtuvieron resultados inexactos para Co, Cr, Mn y Ni en DORM-2. 
Yang et al. [25] también obtuvieron resultados inexactos para Ag, As, Cd, Cu y Zn en 
este CRM.  
II.4. CONCLUSIONES 
El uso simultáneo de varias estrategias para la corrección de interferencias 
permite establecer una metodología simple para la determinación de 40 elementos en 
muestras de pescados y mariscos mediante digestión asistida por microondas y Q-ICP-
MS. Con la excepción del Ni, se ha demostrado que es posible medir los isótopos más 
abundantes cuando se analiza este tipo de muestras. Para este elemento es necesario el 
uso de la m/z 60 (el segundo isótopo más abundante). Las correcciones matemáticas en 
el modo estándar no proporcionan resultados exactos para As y Cr en este tipo de 
muestras, por lo que el modo CCT se recomienda para estos elementos. Cuando se usa 
esta estrategia, es necesario utilizar las condiciones óptimas para minimizar a su vez 
las interferencias de base argón. Ácido nítrico (procedimiento A) y la mezcla ácido 
nítrico y peróxido de hidrógeno (procedimiento B) fueron igualmente efectivas para la 
digestión de las muestras. El efecto conjunto del ácido nítrico y la matriz en las señales 
del As, Cu, Se, Sr y Zn se solventa por dilución del digestado hasta un 2 % v/v de este 
ácido. El Ge, In, Rh y Tb utilizados como patrones internos, permiten compensar 
algunos efectos de matriz. En este trabajo, utilizando las condiciones comentadas y 
con calibración externa, se obtuvieron resultados exactos para todos los elementos 
determinados. 
II.5. BIBLIOGRAFÍA 
[1] European Council Regulation (EEC), No. 2081/92 of 14 July 1992. 
  
Capítulo II 
 
84 
 
[2] http://ec.europa.eu/agriculture/quality/schemes/index_en.htm 
[3] C. Seoánez Calvo, Cah. Opt. Medit. 51 (2000) 93-98. 
[4] R. Martí-Cid, A. Bocio, J.M. Llobet, J.L. Domingo, Food Chem. Toxicol. 45 
(2007) 1968-1974. 
[5] European Commission Regulation (EC), No. 1263/96 of 1 July 1996. 
[6] European Commission Regulation (EC), No. 123/97 of 23 January 1997. 
[7] European Commission Regulation (EC), No. 2325/97 of 24 November 1997. 
[8] European Commission Regulation (EC), No. 1265/98 of 18 June 1998. 
[9] European Commission Regulation (EC) No. 1050/2007 of 12 September 2007. 
[10] S. Kelly, K. Heaton, J. Hoogewerff, Trends Food Sci. Technol. 16 (2005) 555-
567. 
[11] A. Gonzálvez, S. Armenta, M. de la Guardia, Trac-Trends Anal. Chem. 28 
(2009) 1295-1311. 
[12] F. Cubadda, A. Raggi, E. Coni, Anal. Bioanal. Chem. 384 (2006) 887-896. 
[13] C.M.R. Almeida, M.T.S.D. Vascocelos, J. Agric. Food Chem. 51 (2003) 4788-
4798. 
[14] P. Serapinas, P.R. Venskutonis, V. Aninkevicius, Z. Ezerinskis, A. Galdikas, V. 
Juzikiene, Food Chem. 107(2008) 1652-1660. 
[15] M.S. Jiménez, R. Velarte, M.T. Gómez, J.R. Castillo, Atom. Spectrosc. 25 
(2004) 1-11. 
[16] A. Gonzálvez, A. Llorens, M.L. Cervera, S. Armenta, M. de la Guardia, Food 
Chem. 112 (2009) 26-34. 
[17] J.C. Le Blanc, T. Guerin, L. Noel, G. Calamassi-Tran, J.L. Volatier, P. Verger, 
Food Addit. Contam. 22 (2005) 624-641. 
[18] E.P. Nardi, F.S. Evangelista, L. Tormen, T.D. SaintPierre, A.J. Curtius, S.S. de 
Souza, F. Barbosa, Food Chem. 112 (2009) 727-732. 
[19] S. Sakao, H. Uchida, Anal. Chim. Acta. 382 (1999) 215-223. 
[20] W. Maher, S. Forster, F. Krikowa, P. Snitch, G. Chapple, P. Craig, Atom. 
Spectrosc. 22 (2001) 361-370. 
[21] F. Cubadda, A. Raggi, A. Testoni, F. Zanasi, J. AOAC Int. 85 (2002) 113-121. 
 Capítulo II 
 
 
85 
 
[22] F. Cubadda, J. AOAC Int. 87 (2004) 173-204. 
[23] V. Dufailly, L. Noël, T. Guerin, Anal. Chim. Acta. 565 (2006) 214-221. 
[24] E. Engström, A. Stenberg, S. Senioukh, R. Edelbro, D.C. Baxter, I. Rodushkin, 
Anal. Chim. Acta. 521 (2004) 123-135. 
[25]  K.X. Yang, K. Swami, Spectroc. Acta Pt. B-Atom. Spectr. 62 (2007) 1177-1181. 
[26] S. Ashoka, B.M. Peake, G. Bremner, K.J. Hageman, M.R. Reid, Anal. Chim. 
Acta 653 (2009) 191-199. 
[27] V. Dufailly, L. Noël, T. Guérin, Anal. Chim. Acta. 611 (2008) 134-142. 
[28] H. Agah, H. Leermakers, M., Elskens, S.M.R. Fatemi, W. Baeyens, Environ. 
Monit. Assess. 157 (2009) 499-514. 
[29] T.W. May, R.H. Wiedmeyer, Atom. Spectrosc. 19 (1998) 150-155. 
[30] K.J.R. Rosman, P.D.P. Taylor, Pure Appl. Chem. 70 (1998) 217-236. 
[31] J. Riondato, F. Vanhaecke, L. Moens, Fresen. J. Anal. Chem. 370 (2001) 544-
552. 
[32] V.L. Dressler, D. Pozebon, A. Matusch, J.S. Becker, Int. J. Mass Spectrom. 266 
(2007) 25-33. 
[33] United States Environmental Protection Agency (USEPA) Method 200.8. (1994) 
http://www.epa.gov/sam/pdfs/EPA-200.8.pdf. 
[34] E. Hywel, J.J. Giglio, J. Anal. At. Spectrom. 8 (1993) 1-18. 
[35] M. Niemelä, P. Perämäki, H. Kola, J. Piispanen, Anal. Chim. Acta. 493 (2003) 3-
12. 
[36] Z. Arslan, N. Ertas, J.F. Tyson, P.C. Uden, E.R. Denoyer, Fresen. J. Anal. Chem. 
366 (2000) 273-282. 
[37] R.R. de la Flor St. Remy, M.L. Fernández-Sánchez, J.B. López Sastre, A. Sanz-
Medel, J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 616-622. 
[38] B. Bocca, M.E. Conti, A. Pino, G. Forte, A. Alimonti, Int. J. Environ. Anal. 
Chem. 87 (2007) 1111-1123. 
 
 
  
 
          
 
 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO III 
 
Clasificación de los mejillones cultivados en Galicia con 
Denominación de Origen Protegida Europea utilizando la huella 
dactilar elemental y análisis quimiométrico 
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III.1. INTRODUCCIÓN 
La producción de mejillones (Mytilus galloprovincialis) en Galicia (Noroeste de 
España) supone aproximadamente el 25 % de la producción total mundial (por encima 
de 200.000 t año
-1
), sólo China tiene una producción mayor (aproximadamente 
600.000 t año
-1
) [1, 2]. 
La excelente calidad de los mejillones procedentes de las rías gallegas ha sido 
reconocida con la primera Denominación de Origen Protegida Europea (PDO, 
Protected Designation of Origin) en un marisco [3]. Para más información ver 
ANEXO I. 
A pesar de estar considerado el mejor del mundo, no todo el mejillón que se 
vende como gallego se produce en Galicia, especialmente en lo que respecta a 
mejillones congelados o enlatados. En los últimos años los mejillones cultivados en 
Chile son una fuente de suministro importante para las industrias procesadoras 
gallegas [4]. De hecho, el “Consello Regulador do Mexillón de Galicia” acaba de 
presentar una querella criminal contra una conservera, ya admitida a trámite, por 
vender como gallego molusco procedente de Chile. Con el fin de evitar estos fraudes, 
son necesarias metodologías capaces de establecer de forma inequívoca la autenticidad 
de la procedencia de los mejillones gallegos. 
Las condiciones medioambientales de un área geográfica confieren 
características específicas a los alimentos, por lo que establecer la autenticidad de su 
procedencia es primordial. En este sentido, se están llevando a cabo estudios en 
Galicia para determinar la autenticidad de los mejillones gallegos utilizando para ello 
métodos biológicos moleculares basados en el ADN (ácido desoxirribonucleico). 
No obstante, pocos trabajos en los que se utilizan estas metodologías biológicas 
para establecer el origen geográfico de una especie marina han sido publicados. 
Daguin y Borsa [5] han encontrado diferencias genéticas significativas entre Mytilus 
galloprovincialis procedente del noroeste de África y del mar Mediterráneo, pero no 
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con el M. galloprovincialis del noreste del océano Atlántico. Gilbey et al. [6] han 
utilizado dos marcadores de ADN que, combinados, permiten distinguir salmones 
según su continente de origen. No obstante, estos autores no han podido asignar el 
origen de estos pescados cuando se consideran zonas geográficas próximas. 
La caracterización química (basada en constituyentes orgánicos, composición 
mineral / elemental, relaciones isotópicas o combinaciones de algunos de estos 
parámetros) también ha sido empleada para este fin. Numerosos autores han utilizado 
la composición elemental y el análisis quimiométrico para discriminar alimentos por 
su origen geográfico [7]. Estos autores han diferenciado con éxito alimentos 
procedentes de la agricultura, principalmente: bebidas (vinos o zumos) [8, 9], 
hortalizas (patatas, cebollas, etc.) [10, 11], frutos secos (pistachos) [12], infusiones (té) 
[13], aceite de oliva [14], miel [15] y queso [16]. Por el contrario, la composición 
elemental ha sido utilizada en menor extensión para la identificación geográfica de 
alimentos de origen marino [17]. 
En este tipo de trabajos se utilizan habitualmente elementos minoritarios y traza, 
en grupos de diferentes tamaños (entre 10 y 48 elementos) [11, 18] (ver ANEXO II). 
Esto hace que, la combinación de una técnica multielemental como la espectrometría 
de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS, Inductively 
Coupled Plasma Mass Spectrometry), la cual permite la determinación cuantitativa de 
un gran número de elementos a distintos niveles de concentración, con técnicas 
quimiométricas supervisadas, como el análisis discriminante lineal (LDA, Linear 
Discriminant Analysis), los modelos independientes suavizados de analogía de clases 
(SIMCA, Soft Independent Modelling of Class Analogy) y/o las redes neuronales 
artificiales (ANNs, Artificial Neural Networks), ofrece una vía ventajosa en la 
investigación del origen geográfico de los alimentos. 
En este trabajo, se ha establecido el origen geográfico de los mejillones gallegos 
cultivados en bateas, Mytilus galloprovincialis, utilizando su composición elemental y 
análisis quimiométrico. Se han determinado 40 elementos en 158 muestras 
 Capítulo III 
 
 
91 
 
representativas de la producción total del mejillón gallego mediante ICP-MS. También 
se han analizado muestras procedentes de dos regiones del Mediterráneo como 
muestras foráneas. Las técnicas quimiométricas supervisadas de reconocimiento de 
patrones utilizadas fueron: LDA, SIMCA y ANNs. 
III.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
III.2.1. Muestreo 
El muestreo se realizó en las cinco rías gallegas donde se cultiva el mejillón: 
Vigo, Pontevedra, Arousa, Muros-Noia y Ares-Betanzos. Las muestras fueron 
recogidas entre Octubre del 2005 y Enero del 2006. En la Figura III.1 se presentan 
varias fotografías de las cinco rías de muestreo. 
En las rías gallegas los mejillones son cultivados en bateas (plataformas flotantes 
con cuerdas donde se cría el mejillón). Estas tienen una superficie máxima de 500 m
2 
y 
un máximo de 500 cuerdas de longitud no mayor de 12 m. En la Figura III.2 se 
muestra la recogida del mejillón de una batea para su posterior comercialización. Las 
bateas están distribuidas en zonas de cultivo o polígonos. El número y la distribución 
de las mismas son competencia de la Xunta de Galicia, más concretamente del 
“Consello Regulador do Mexillón de Galicia”.  
Para garantizar la representatividad de las muestras, los mejillones se 
muestrearon en todos los polígonos de las cinco rías, en tres cuerdas de bateas 
seleccionadas al azar y a tres alturas diferentes en cada cuerda (1 m, 5 m y 10 m). Los 
polígonos de muestreo de cada ría se muestran en la Figura III.3. El número de 
estaciones de muestreo se estableció en base a la producción de mejillón (número de 
bateas). En la Tabla III.1 se especifica el número de muestras recogidas en cada ría. 
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Figura III.1. Fotografías de las rías de muestreo de mejillón. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.2. Recogida del mejillón de la batea para su posterior 
comercialización. 
(E) 
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Figura III.3. Muestreo de mejillón. Los recuadros grises representan los polígonos de bateas. 
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Tabla III.1. 
Muestras de mejillón con mención PDO recogidas. 
 
 
 
 
 
 
En total, se obtuvieron un total de 158 muestras de mejillón M. galloprovincialis 
comerciales con mención PDO. Cada muestra consta de 50 unidades, aptas para 
consumo, con un peso total de 2 kg aproximadamente y un tamaño mayor de 6 cm 
(mejillones adultos). 
Además, se utilizaron 8 muestras de M. galloprovincialis cultivados en el mar 
Mediterrráneo: 4 muestras procedían de Tarragona (España) y 4 muestras de Ethang de 
Thau (Francia). La situación de estos lugares se puede observar en la Figura III.3. 
Después del muestreo, los mejillones se almacenaron en bolsas de polietileno, se 
refrigeraron inmediatamente a 4 ºC y se transportaron hasta el laboratorio. Una vez en 
este, se congelaron (a -25 ºC) hasta su utilización. 
III.2.2. Instrumentación 
Las medidas de ICP-MS se llevaron a cabo utilizando el espectrómetro Thermo 
Elemental Serie X7 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemania) provisto del 
equipamiento que se detalla en la sección II.2.1. 
Ría gallega 
Produción  
mejillonera (%) 
Nº polígonos Nº bateas Nº muestras 
Vigo 14,0 10 478 30 
Pontevedra 10,5 7 346 20 
Arousa 69,0 36 2292 88 
Muros-Noia 3,5 3 118 11 
Aress-Betanzos 3,0 2 103 9 
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La digestión asistida por microondas se llevó a cabo utilizando el horno de 
microondas Multiwave 3000 (Anton Paar, Graz, Austria) equipado con un rotor de 8 
reactores de Teflón PFA (PFA, Perfluoroalkoxy) de 100 mL de capacidad. 
Las muestras se prepararon utilizando un liofilizador LYPH-LOCK® de 
Labconco Corporation (Kansas, USA) provisto de 12 contenedores y un molino de 
bolas Ika Labortechnik A10 (Haan, Alemania) equipado con copas (10 mL de 
capacidad) y bolas de ágata. 
III.2.3. Reactivos, estándares y materiales de referencia certificados 
Para el desarrollo de este trabajo se emplearon agua ultrapura (18 MΩ cm-1) 
obtenida con un sistema de purificación Milli Q (Millipore, Saint Quentin, Francia) y 
HNO3 de grado ultrapuro (Hyperpur-Plus, Panreac, Barcelona, España). 
Las siguientes disoluciones patrón fueron empleadas para la calibración: 
- ICP Multi Element Standard Certipur® VI (Merck, Darmstadt, 
Alemania) con 10 mg L
-1
 de Ag, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Ga, Mn, Mo, Ni, 
Pb, Rb, Sr, Te, Tl, V y 100 mg L
-1 
de As, Se y Zn. 
- CPI International (Amsterdam, Noruega) con 10 mg L-1 de Nb, Ta y Zr. 
- BDH Aristar (Poole, Dorset, UK) con 10 mg L-1 de Ce, Dy, Er, Eu, Gd, 
Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sm, Th, Tm, U, Y y Yb. 
- SPC Science (Québec, Canada) con 1000 mg L-1 de Sb 
- Panreac con 1000 mg L-1 de Sn. 
Las disoluciones estándar de trabajo se prepararon diariamente por dilución con 
HNO3 al 2 % (v/v) y por pesada. 
72
Ge, 
103
Rh, 
115
In y 
159
Tb se utilizaron como patrones 
internos (5 g L-1). Estas disoluciones se prepararon por dilución de una disolución 
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intermedia (1 mg L
-1
) preparada a partir de la disolución patrón monoelemental 
(Merck) con HNO3 al 2 % (v/v). 
Para evaluar la exactitud de la metodología analítica se utilizaron seis materiales 
de referencia certificados (CRMs, Certified Reference Materials) de tejidos de 
animales marinos. Los CRMs utilizados fueron los siguientes: DOLT-2 (hígado de 
cazón), DOLT-3 (hígado de cazón), DORM-2 (músculo de cazón), TORT-2 
(hepatopáncreas de langosta), BCR-278R (tejido de mejillón) y BCR-668 (tejido de 
mejillón). Estos fueron adquiridos de los centros que se mencionan en la sección 
II.2.2. 
Para evitar la contaminación, todo el material de vidrio y polietileno se lavó y se 
mantuvo 24 h en HNO3 al 10 % (v/v). Antes de su uso, se enjuagó con agua ultrapura, 
al menos, tres veces. Todas las manipulaciones se llevaron a cabo en campana de flujo 
laminar Clase 100 (Cruma, Barcelona, España) y en sala limpia. 
III.2.4. Preparación de las muestras 
El tejido de mejillón se trituró, homogeneizó y liofilizó. Las muestras liofilizadas 
se molieron hasta un tamaño de partícula menor de 200 µm. Éstas se almacenaron en 
frascos cerrados de polietileno a 4 ºC hasta la digestión asistida por microondas. 
El procedimiento de digestión ácida asistida por microondas se llevó a cabo tal y 
como se describe a continuación: se pesan con exactitud alrededor de 0,2 g de tejido de 
mejillón liofilizado o del correspondiente CRM (DOLT-2, DOLT-3, DORM-2, TORT-
2, BCR-278R y BCR-668) en los reactores de digestión. Se añaden 4 mL de HNO3 
concentrado y 2 ml de agua ultrapura. Los reactores de digestión se cierran y se 
calientan durante 35 min a 900 W de potencia. Después de enfriar, los digestados se 
transfieren cuantitativamente a matraces de 50 mL, enrasando con agua ultrapura. 
Previamente a esta dilución, se añaden a los digestados 250 L de una mezcla de 
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patrones internos, Ge, Rh, In y Tb (1 mg L
-1
). Para cada muestra se digieren cuatro 
réplicas. Los blancos se tratan del mismo modo. 
III.2.5. Determinación mediante ICP-MS 
Las medidas de ICP-MS se llevaron a cabo en modo estándar y con CCT 
(Collision Cell Technology). Los isótopos medidos en modo estándar fueron: 
107
Ag, 
137
Ba, 
111
Cd, 
59
Co, Cr, 
65
Cu, 
69
Ga, 
55
Mn, 
95
Mo, 
60
Ni, 
208
Pb, 
85
Rb, 
121
Sb, 
118
Sn, 
88
Sr, 
125
Te, 
205
Tl, 
51
V, 
66
Zn; 
93
Nb, 
181
Ta, 
90
Zr; 
140
Ce, 
163
Dy, 
166
Er, 
153
Eu, 
157
Gd, 
165
Ho, 
139
La, 
175
Lu, 
146
Nd, 
141
Pr, 
147
Sm, 
232
Th, 
169
Tm, 
238
U, 
89
Y, 
172
Yb. Los isótopos medidos en el 
modo CCT fueron: 
75
As, 
52
Cr y 
80
Se. 
Los parámetros instrumentales (flujo del aerosol, posición de la antorcha, 
potencia de radiofrecuencia (RF, Radio Frequency) y configuración de lentes) se 
optimizaron diariamente en ambos modos de operación para reducir las principales 
interferencias poliatómicas generadas por las especies químicas presentes en el 
plasma, reactivos y matriz de las muestras, las cuales pueden interferir en los isótopos 
seleccionados. 
Las condiciones de operación utilizadas fueron las siguientes: 
- Potencia de generador: 1300 W 
- Flujo de muestra: 0,6 L min-1 
- Modo: salto de pico 
- Pulsos por réplica: 50 
- Tiempo de integración: 20 ms 
- Canales por masa: 3 
- Gas de la CCT: 8 % H2 y He 
- Flujo del gas de la CCT: 6 mL min-1. 
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- Réplicas de medida: 3 
Las condiciones de operación se optimizaron utilizando una disolución de 10g 
L
-1 
que contenía Be, Co, In, Rh y U en HNO3 2 % (v/v). La intensidad de las señales se 
maximizó, teniendo en cuenta desviaciones estándar relativas (RSDs, Relative 
Standard Deviations) entre 1 y 3 %. La ratio 
156
CeO
+
/
140
Ce
+
 se mantuvo por debajo del 
2 %. En el modo CCT se minimizó la señal de la masa 80 (Ar2
+
) a menos de 200 cps. 
Para las tierras raras (REEs, Rare Earth Elements), las condiciones de operación se 
ajustaron para la mínima formación de óxidos (<1 %), máxima señal y estabilidad 
inferior al 2 %. 
La calibración se llevó a cabo empleando estándares acuosos (calibración 
externa). Todos los estándares y muestras se midieron por triplicado. En todos los 
casos los coeficientes de regresión fueron mayores de 0,9997. 
III.2.6. Validación 
La exactitud de la metodología multielemental empleada se evaluó mediante el 
análisis de los CRMs y mediante estudios de recuperación. En ningún caso hubo 
diferencias significativas entre los valores certificados y encontrados cuando se 
compararon utilizando el test-t (texp < tcrit; N= 4; p < 0,05, dos lados). 
Los estudios de recuperación se llevaron a cabo por cuadruplicado fortificando 
las muestras antes de la digestión con una concentración de 1 g L-1 de Ag, Sb, Sn, Ba, 
Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Rb, Sr, Te, Tl, V, elementos de fuerza de campo alto 
(HFSEs, High Field Strenght Elements), REEs, y 10 g L-1 de As, Se y Zn en la 
disolución final. Las recuperaciones obtenidas fueron adecuadas, confirmando la 
exactitud del método de digestión empleado. 
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Los límites de detección (LODs, Limits of Detection) y cuantificación (LOQs, 
Limits of Quantification) se determinaron siguiendo el criterio 3y 10, 
respectivamente; siendo ladesviación estándar de 10 medidas del blanco. 
La precisión del método, expresada como RSD, se evaluó como repetibilidad. 
Las RSDs obtenidas para cuatro digestiones independientes estuvieron comprendidas 
en el intervalo 1 - 10 % para todos los elementos. La precisión de tres medidas dentro 
de la misma digestión fue menor del 3 % en todos los casos. 
III.2.7. Análisis quimiométrico 
El análisis quimiométrico de los datos se llevó a cabo utilizando los programas 
estadísticos SPSS versión 16.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL) y The 
Unscrambler 9.8 (Camo AS, Trondheim, Noruega). 
Los coeficientes de asimetría y apuntamiento (skewness y kurtosis) se calcularon 
para conocer la distribución de los datos. Para establecer las posibles diferencias para 
cada uno de los elementos se utilizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. 
LDA, SIMCA y ANNs se utilizaron para investigar variables y muestras. Por un 
lado, las 158 muestras procedentes de Galicia se consideraron como un grupo de datos 
para su autentificación versus las muestras foráneas (procedentes de dos regiones del 
mar Mediterráneo). Por otro lado, las 158 muestras se dividieron en 5 grupos según su 
ría de procedencia para obtener más información sobre el origen de las mismas. Las 
rías gallegas son diferentes en cuanto a actividad, geología, etc., lo cual puede 
repercutir en la composición elemental de los mejillones. 
Las técnicas de clasificación supervisadas, como LDA, SIMCA y ANNs, 
construyen modelos capaces de pronosticar la pertenencia de una muestra a una 
categoría sobre la base de sus características [19]. 
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El LDA permite establecer fronteras explícitas que separan las regiones del 
espacio que pertenecen a cada categoría. El límite entre dos categorías es una función 
lineal. En el LDA se emplea un algoritmo que busca funciones discriminantes, es 
decir, combinaciones lineales de las variables que maximizan la varianza entre 
categorías, a la vez que minimizan las varianzas intra-categorías.  
El SIMCA permite asignar objetos a diferentes categorías o clases mediante la 
descripción de cada clase individual utilizando un modelo matemático independiente 
para cada una de estas clases. Se utilizan funciones discriminantes lineales derivadas 
del análisis de componentes principales (PCA, Principal Component Analysis) de los 
datos. Los objetos se clasifican en aquella categoría en la que los datos se reproducen 
en el mejor modelo de componentes principales. Sólo los datos pertenecientes a una 
categoría dada se utilizan para determinar las funciones modelo de cada categoría. La 
importancia de cada característica en la clasificación se determina por su contribución 
en las matrices de las covarianzas [20]. 
Las ANNs son modelos de inteligencia artificial inspirados en el funcionamiento 
de las redes neuronales biológicas. La red neuronal se compone de algoritmos 
interconectados, denominados neuronas artificiales o elementos de proceso, que 
operan en paralelo. Cada neurona tiene asociado un conjunto de conexiones de entrada 
y otro de salida, ambos dependientes del tiempo. A su vez, cada conexión de entrada 
tiene asociado un número que determina el efecto cuantitativo de unas neuronas sobre 
otras, denominado peso sináptico. Cuando las neuronas reciben una señal de entrada, 
estas dan lugar a una señal de salida que viene dada por diferentes funciones 
matemáticas [19, 21]. 
La entrada total a una neurona o entrada neta se determina aplicando la función 
de propagación, habitualmente una función lineal. A esta entrada neta se le aplica una 
función de activación prefijada, dando lugar a un nuevo valor de activación de la 
neurona. Una de las funciones de activación más típicas es la tangente hiperbólica. Al 
valor devuelto por la función de activación se aplica una función de salida prefijada 
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Xi1(t)
Xi2(t)
Xin(t)
…
wi1
wi2
win
i Fi
ei(t)
fi
ai(t)
Si(t)
obteniendo así la salida de la neurona [18]. En la Figura III.4 se muestra un esquema 
de las operaciones de una neurona artificial.  
 
 
 
 
Figura III.4. Esquema de las operaciones de una neurona artificial. 
Una neurona dará más importancia a la información que le llegue por una 
conexión de peso mayor. Si el resultado de la función es mayor que el valor umbral, la 
neurona se activa y emite una señal hacia las neuronas de la capa siguiente. Si el 
resultado es menor que el valor umbral, la neurona permanece inactiva y no envía 
ninguna señal. De esta forma, definido un conjunto inicial de pesos en las conexiones, 
al final del proceso las neuronas de la capa de salida generan una señal. 
En la red neuronal, las neuronas están agrupadas en capas. Una red neuronal 
típica contiene tres capas: una de entrada, una intermedia (también denominada capa 
oculta) y una de salida, con un número variable de neuronas en cada capa (Figura 
III.5). 
La capa de entrada es aquella a través de la cual se presentan los datos a la red. 
La capa oculta no tiene conexión directa con el entorno y permite encontrar 
representaciones internas de determinados rasgos del mismo. Por último, la capa de 
salida muestra la respuesta de la red a la entrada correspondiente. 
Xix(t) son las señales de entrada; Wix son los pesos sinápticos; ei(t) es la 
función de propagación; Fi es la función de activación; fi es la función de 
salida y Si(t) es la señal de salida. 
  
Capítulo III 
 
104 
 
Entrada a la red 
Capa de entrada Capa oculta Capa de salida
Salida de la red 
 
 
 
 
 
Figura III.5. Esquema de una red neuronal con una capa de entrada de tres 
neuronas, una capa oculta de dos neuronas y una capa de salida de una 
neurona. 
En el proceso de cálculo o taxonomía de la red neuronal se distinguen 2 fases, la 
de aprendizaje o entrenamiento y la de recuerdo o ejecución. En la primera, los pesos 
de las conexiones se van actualizando, permitiendo que la red aprenda. Una vez 
entrenada, los pesos permanecen fijos, se presentan las entradas a la red y ésta le da 
salida [19]. 
Son diversos los modelos de redes neuronales artificiales existentes pero entre 
ellas es de destacar por su gran capacidad de reconocimiento, el perceptrón multicapa 
con algoritmo de retropropagación. Se trata de un modelo unidireccional, es decir, las 
conexiones entre las neuronas son en el mismo sentido y hacia delante. El 
entrenamiento es supervisado, es decir, parte de características perfectamente 
definidas. Este modelo permite determinar el error cometido por las neuronas de salida 
en base a la diferencia entre su salida y la esperada para la red neuronal [19, 21]. 
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III.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
III.3.1. Composición elemental de los mejillones gallegos 
En la Tabla III.2 se resumen los resultados analíticos obtenidos para cada ría 
gallega de origen. Los resultados se presentan como media, mediana e intervalo o 
rango de concentraciones. 
Para las distribuciones obtenidas en cada una de las rías se calcularon los 
coeficientes de asimetría y apuntamiento y los errores estándar relativos. Considerando 
que los valores mayores de 0,5 difieren de la distribución normal en un grado 
significativo, es posible asumir distribuciones normales en bastantes casos. Por ello, en 
este trabajo se utiliza tanto estadística paramétrica como no paramétrica. 
Para evaluar las diferencias en la composición elemental entre rías se utilizó el 
test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Para todos los elementos se encontraron 
diferencias significativas entre rías. Así, los mejillones cultivados en la ría de Vigo 
presentaron las concentraciones más elevadas de Ba, Cu, Ga, Pb, Sb, Sn, Sr, Ta, Th, 
Tl, U, V y de la mayoría de REEs. Los mejillones procedentes de Pontevedra 
mostraron los valores más elevados de Ag, Cd, Mo y Nb. Las concentraciones más 
elevadas de As, Co, Cr, Mn, Ni, Rb, Se y Zn se encontraron en las ría de Arousa y las 
de Te y Zr en la ría de Ares-Betanzos. Estos resultados parecen indicar que es posible 
clasificar las muestras de mejillón por ría de origen mediante la composición elemental 
de la muestra, para lo cual es necesario recurrir a la estadística multivariante. 
En general, las concentraciones obtenidas de los elementos minoritarios y traza 
en los mejillones son similares a los encontrados por otros autores en éste área 
geográfica [22, 23]. En algunas muestras se han encontrado valores más bajos de Mn, 
Cu y Zn [24]. En el caso de las REEs, no hay datos documentados para el mejillón 
gallego. 
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Tabla III.2.  
Composición elemental de los mejillones Mytilus Galloprovinciallis cultivados en las bateas de las rías gallegas. 
Elemento 
Ría de Vigo Ría de Pontevedra  Ría de Arousa  Ría de Muros-Noia  Ría de Ares-Betanzos  
xm  x Int. xm  x Int. xm  x Int. xm  x Int. xm  x Int. 
Ag
a 24,94 26,81 12,33-53,16 32,03 46,03 16,62-128,39 18,48 19,92 7,04-96,30 17,38 17,00 9,57-32,97 14,31 20,89 12,42-41,60 
As 8,66 8,86 7,54-10,25 7,58 7,59 6,70-8,66 9,40 9,64 5,86-17,46 8,12 7,89 5,15-10,77 6,45 6,54 6,20-7,00 
Ba 2,20 2,40 0,64-5,15 0,48 0,50 0,18-0,78 1,20 1,13 0,36-3,19 0,74 0,77 0,37-1,31 0,79 0,91 0,44-1,70 
Cd 0,57 0,59 0,26-1,52 1,16 1,29 0,48-2,52 0,56 0,63 0,35-1,37 0,85 0,92 0,55-1,60 0,24 0,26 0,21-0,38 
Co 0,18 0,19 0,13-0,26 0,21 0,20 0,15-0,26 2,29 2,30 0,13-0,66 0,18 0,18 0,14-0,25 0,14 0,16 0,12-0,32 
Cr 0,43 0,47 0,11-0,94 0,28 0,27 0,18-0,39 0,49 1,18 0,20-17,53 0,31 0,36 0,07-0,77 0,38 0,43 0,24-0,70 
Cu 4,50 4,48 3,05-5,89 3,70 3,82 2,67-7,51 4,00 3,96 2,56-8,00 3,71 3,79 2,94-4,60 3,72 3,75 3,47-4,09 
Ga 0,22 0,24 0,06-0,58 0,06 0,06 0,02-0,11 0,10 0,11 0,03-0,30 0,08 0,09 0,04-0,17 0,10 0,09 0,05-0,14 
Mn 4,50 4,69 3,17-7,43 4,01 4,00 3,15-4,60 5,35 5,70 2,75-15,76 3,54 3,79 2,66-5,43 3,70 3,67 2,94-4,39 
Mo 0,54 0,69 0,21-2,02 2,80 2,48 0,76-4,53 0,55 0,68 0,25-3,13 1,49 1,30 0,53-2,41 1,41 1,36 0,85-2,10 
Nb
a
 
c
-
 
19,81 
c
-161,32 16,09 28,93 
c
-234,88 15,74 20,68 
c
-95,88 
c
- 
c
- 
c
-20,29 15,81 15,86 9,92-24,74 
Ni 0,60 0,66 0,31-1,37 0,30 0,27 
c
-0,70 0,66 1,24 0,37-14,01 0,46 0,55 0,37-1,41 0,37 0,36 0,25-0,46 
Pb 1,71 1,79 0,66-4,34 0,68 0,68 0,46-0,92 0,67 0,73 0,38-2,57 0,60 0,59 0,44-0,86 0,67 0,67 0,50-0,99 
Rb 2,94 2,98 2,40-4,31 3,22 3,17 2,54-3,74 3,85 3,96 1,87-6,93 2,85 2,98 2,26-3,59 3,36 3,40 2,92-3,80 
Sb
a 12,71 13,66 7,22-34,51 3,51 4,05 1,49-8,05 7,00 7,40 2,20-16,60 6,64 7,12 5,51-11,62 7,64 7,35 4,44-9,13 
Se 1,92 1,95 1,47-2,83 2,30 2,25 1,58-2,84 2,56 2,69 1,49-5,34 2,01 2,08 1,61-2,85 1,95 1,87 1,40-2,26 
Sn
 0,32 0,33 0,08-0,67 0,07 0,10 0,05-0,24 0,09 0,18 
c
-3,78 0,05 0,06 0,02-0,11 0,07 0,08 0,05-0,13 
Sr 36,96 41,61 29,15-95,55 28,00 31,21 22,41-68,75 19,88 24,76 12,40-84,58 25,41 27,67 20,68-39,91 16,14 26,08 21,69-31,14 
Ta
a c-
 
13,18 
c
-211,47 
c
- 
c
- 
c
-20,95 
c
- 
c
- 
c
-16,87 
c
- 
c
- 
c
- 
c
- 
c
- 
c
- 
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Continuación Tabla III.2. 
Elemento 
Ría de Vigo Ría de Pontevedra  Ría de Arousa  Ría de Muros-Noia  Ría de Ares-Betanzos  
xm  x Int. xm  x Int. xm  x Int. xm  x Int. xm  x Int. 
Te
a 1,51 1,44 
c
-3,61 
c
- 
c
- 
c
-3,11 1,72 1,71 
c
-5,91 
c
- 
c
- 
c
-3,25 2,06 1,92 
c
-2,80 
Th
a 37,78 46,44 7,00-206,85 15,53 15,01 4,43-27,04 32,16 37,39 12,48-112,04 23,59 27,06 11,28-52,55 31,98 30,13 11,58-47,43 
Tl
a 5,49 6,17 
c
-19,09 2,74 3,33 
c
-8,16 
c
- 
c
- 
c
-44,29 5,29 5,30 3,94-7,49 3,67 3,77 1,94-5,65 
U
 0,14 0,14 0,07-0,21 0,07 0,07 0,05-0,10 0,06 0,07 0,03-0,14 0,07 0,07 0,05-0,12 0,04 0,05 0,04-0,06 
V 2,56 2,53 1,41-3,80 1,38 1,42 0,96-1,88 1,07 1,08 0,46-2,53 1,03 1,06 0,59-1,94 1,22 1,24 0,73-2,11 
Zn
b
 0,12 0,12 0,07-0,17 0,10 0,10 0,07-0,20 0,14 0,14 0,08-0,28 0,08 0,08 0,06-0,10 0,07 0,08 0,07-0,09 
Zr 0,09 0,09 
c
-0,36 0,04 0,03 
c
-0,09 0,07 0,08 
c
-0,37 0,03 0,03 0,01-0,06 0,14 0,13 0,07-0,19 
Sn
 0,32 0,33 0,08-0,67 0,07 0,10 0,05-0,24 0,09 0,18 
c
-3,78 0,05 0,06 0,02-0,11 0,07 0,08 0,05-0,13 
Sr 36,96 41,61 29,15-95,55 28,00 31,21 22,41-68,75 19,88 24,76 12,40-84,58 25,41 27,67 20,68-39,91 16,14 26,08 21,69-31,14 
Ta
a c-
 
13,18 
c
-211,47 
c
- 
c
- 
c
-20,95 
c
- 
c
- 
c
-16,87 
c
- 
c
- 
c
- 
c
- 
c
- 
c
- 
Te
a 1,51 1,44 
c
-3,61 
c
- 
c
- 
c
-3,11 1,72 1,71 
c
-5,91 
c
- 
c
- 
c
-3,25 2,06 1,92 
c
-2,80 
Th
a 37,78 46,44 7,00-206,85 15,53 15,01 4,43-27,04 32,16 37,39 12,48-112,04 23,59 27,06 11,28-52,55 31,98 30,13 11,58-47,43 
Tl
a 5,49 6,17 
c
-19,09 2,74 3,33 
c
-8,16 
c
- 
c
- 
c
-44,29 5,29 5,30 3,94-7,49 3,67 3,77 1,94-5,65 
U
 0,14 0,14 0,07-0,21 0,07 0,07 0,05-0,10 0,06 0,07 0,03-0,14 0,07 0,07 0,05-0,12 0,04 0,05 0,04-0,06 
V 2,56 2,53 1,41-3,80 1,38 1,42 0,96-1,88 1,07 1,08 0,46-2,53 1,03 1,06 0,59-1,94 1,22 1,24 0,73-2,11 
Zn
b
 0,12 0,12 0,07-0,17 0,10 0,10 0,07-0,20 0,14 0,14 0,08-0,28 0,08 0,08 0,06-0,10 0,07 0,08 0,07-0,09 
Zr 0,09 0,09 
c
-0,36 0,04 0,03 
c
-0,09 0,07 0,08 
c
-0,37 0,03 0,03 0,01-0,06 0,14 0,13 0,07-0,19 
Tierras raras 
Ce
 0,24 0,27 0,05-0,91 0,11 0,10 0,04-0,15 0,21 0,25 0,0-0,62 0,11 0,14 0,06-0,27 0,18 0,21 0,09-0,32 
Dy
a 15,74 18,52 4,00-68,46 6,07 6,00 2,54-9,72 15,40 17,54 8,43-39,41 9,51 10,83 5,25-18,58 14,68 15,30 7,44-23,39 
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Continuación Tabla III.2. 
xm es la mediana, x es la media e Int. es el intervalo de concentraciones. 
Los resultados están expresados en g g-1. 
a
 Los resultados están expresados en ng g
-1
. 
b
 Los resultados están expresados en mg g
-1
. 
c
 Los resultados están por debajo del LOD. 
Los LODs (ng g
-1
) son: 0,50 para Ho; 0,61 para Lu; 5,63 para Nb; 8,57 para Ni; 7,81 para Sn; 7,80 para Ta; 1,41 para Te; 0,56 para Tl; 0,72 para Tm y 3,97 
para Zr. 
Elemento 
Ría de Vigo Ría de Pontevedra  Ría de Arousa  Ría de Muros-Noia  Ría de Ares-Betanzos  
xm  x Int. xm  x Int. xm  x Int. xm  x Int. xm  x Int. 
Dy
a 15,74 18,52 4,00-68,46 6,07 6,00 2,54-9,72 15,40 17,54 8,43-39,41 9,51 10,83 5,25-18,58 14,68 15,30 7,44-23,39 
Er
a 8,28 9,63 1,88-33,84 3,06 3,08 1,19-5,23 8,39 9,23 2,45-19,69 5,58 6,17 3,15-11,14 8,80 8,86 4,25-13,98 
Eu
a 4,86 6,06 1,55-18,80 2,01 1,89 0,74-2,85 5,01 5,41 1,45-11,94 3,45 3,96 2,28-6,47 4,18 5,17 2,79-7,97 
Gd
a 24,21 26,93 5,66-91,76 10,28 9,91 4,30-15,07 27,19 29,95 12,34-61,52 15,49 17,85 9,59-30,50 23,25 27,11 12,23-41,06 
Ho
a 2,90 3,33 0,71-12,32 0,93 0,95 0,27-1,70 2,62 2,93 0,02-6,24 1,74 2,05 1,08-3,63 2,79 2,87 1,40-4,51 
La
 0,12 0,14 0,03-0,47 0,06 0,05 0,02-0,08 0,11 0,13 0,05-0,33 0,06 0,08 0,04-0,14 0,11 0,11 0,05-0,17 
Lu
a 1,98 2,41 
c
-6,84 0,68 0,68 
c
-1,85 
c
- 1,72 
c
-18,86 0,78 1,80 
c
-3,78 
c
- 
c
- 
c
-0,78 
Nd
 0,11 0,12 0,02-0,42 0,05 0,04 0,02-0,07 0,11 0,12 0,05-0,28 0,06 0,07 0,03-0,13 0,09 0,10 0,04-0,16 
Pr
 27,40 31,44 5,76-110,10 12,33 11,52 4,34-18,31 25,95 29,99 11,27-72,65 14,27 17,39 8,81-31,34 23,79 26,94 11,75-41,07 
Sm
a 23,75 26,89 5,92-92,22 9,84 9,35 3,20-14,91 22,79 25,83 10,53-57,27 13,60 15,68 8,50-26,50 19,10 22,05 10,14-32,70 
Tm
a 1,37 1,37 
c
-4,19 
c
- 
c
- 
c
- 
c
- 
c
- 
c
-2,98 1,03 0,99 2,36-7,38 1,28 1,20 
c
-1,96 
Y
 0,08 0,09 0,02-0,28 0,03 0,03 0,01-0,05 0,08 0,09 0,04-0,19 0,04 0,05 0,03-0,08 0,08 0,07 0,03-0,10 
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III.3.2. Análisis discriminante lineal 
El análisis discriminante lineal fue aplicado para clasificar e identificar las 
muestras de mejillón en base a su origen: i) gallegas versus otras regiones y ii) entre 
rías gallegas (los 158 casos o muestras se han dividido en cinco grupos). 
La construcción de las funciones discriminantes lineales se llevó a cabo 
considerando el tamaño de cada grupo. En ambos casos, se computaron dos modelos 
de LDA. 
En el primer modelo se incorporaron todas las variables o elementos y en el 
segundo modelo se utilizó el método de inclusión por pasos. En cada paso de la 
inclusión, se incorporan los elementos que maximizan la lambda de Wilks (número 
máximo de pasos 80, F mínima parcial para incorporar un elemento 3,84 y F máxima 
parcial para eliminar un elemento 2,71). 
En todos los casos, los conjuntos de entrenamiento y comprobación (training and 
testing sets) se obtuvieron al azar. El conjunto de entrenamiento se formó con el 75 % 
de las muestras aproximadamente y el conjunto de comprobación con el 25 % restante. 
Para la validación cruzada (cross-validation) se repite el mismo proceso cuatro veces 
con diferentes datos en ambos conjuntos. El éxito de los distintos modelos de 
clasificación se expresa como capacidad de reconocimiento (porcentaje de objetos en 
el conjunto de entrenamiento correctamente clasificados) y capacidad de predicción 
(porcentaje de objetos en el conjunto de comprobación correctamente clasificados). 
Los resultados de clasificación fueron satisfactorios con el LDA1 (mejillones 
gallegos versus no gallegos) cuando se incorporan todos los elementos (lambda de 
Wilks 0,014, p=0,000). La inclusión por pasos permitió reducir el número de 
elementos empleados en el análisis. Con esta segunda estrategia se eliminan 22 
elementos, por lo que las 40 variables originales se reducen a 18; es decir, 18 
elementos discriminantes permiten categorizar los mejillones como gallegos o no 
gallegos. Dichos elementos fueron: Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Er, Ho, La, Mn, Mo, Pb, 
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Sb, Se, Te, Th, U y V. En ambos casos (con los 40 elementos y con los 18) los 
porcentajes de reconocimiento y predicción fueron del 100 %. Algunos de estos 
elementos también han sido utilizados por Cubadda et al. [17] como elementos 
característicos para clasificar mejillones en tres regiones de Italia. 
Los resultados de clasificación considerando las cinco rías gallegas (LDA2) se 
resumen en la Tabla III.3. Cuando se consideran todas las variables, cuatro funciones 
discriminantes canónicas permiten explicar el 100 % de la varianza (la función 1 
explica el 64,2 % de la varianza total; la función 2 el 21,5 %; la función 3 el 10,1 % y 
la función 4 el 4,2 %). Los valores de la lambda de Wilks fueron 0,001, 0,016, 0,115 y 
0,452 para las funciones 1, 2, 3 y 4, respectivamente (p=0,000). 
Estas cuatro funciones discriminantes canónicas presentan una capacidad de 
reconocimiento del 99,4 % de las muestras originales agrupadas por rías (una muestra 
de la ría de Ares-Betanzos fue asignada incorrectamente a la ría de Arousa). La 
capacidad de predicción del modelo es del 94,3 %, lo que sugiere una interpretación 
adecuada de la regla de clasificación. En la Figura III.6 se muestra el gráfico de 
dispersión de las dos primeras funciones canónicas (función 1 versus función 2). 
Todas las muestras de la ría de Vigo están claramente separadas de los mejillones 
cultivados en las otras cuatro rías. Las muestras de las rías de Ares-Betanzos y Muros-
Noia aparecen relativamente entremezcladas a valores positivos de la función 1 y de la 
función 2 del LDA2. 
Cuando se utiliza el método de inclusión por pasos se obtienen cuatro nuevas 
funciones canónicas discriminantes que explican el 100 % de la varianza (la función 1 
explica el 70,9 % de la varianza total; la función 2 el 19,7 %; la función 3 el 6,9 % y la 
función 4 el 2,5 %). Los valores de la lambda de Wilks fueron 0,005, 0,067, 0,305 y 
0,685 para las funciones 1, 2, 3 y 4, respectivamente (p=0,000). Con esta estrategia se 
consigue eliminar 24 elementos, por tanto las 40 variables originales se reducen a 16 
elementos discriminantes para categorizar los mejillones según su ría de origen. 
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Tabla III.3. 
Resultados de clasificación con el LDA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grupo / Ría 
Grupo de predicción con todos los elementos  Grupo de predicción con la inclusión por pasos 
Vigo Pontevedra Arousa Muros Ares %  Vigo Pontevedra Arousa Muros Ares %* 
 
Capacidad de reconocimiento 
Vigo 30 0 0 0 0 100  30 0 0 0 0 100 
Pontevedra 0 20 0 0 0 100  0 17 0 3 0 85 
Arousa 0 0 88 0 0 100  0 0 86 1 1 98 
Muros-Noia 0 0 0 11 0 100  0 0 0 11 0 100 
Ares-Betanzos 0 0 1 0 8 89  0 0 0 0 9 100 
Casos correctamente clasificados     99,4 %       96,8 % 
 
Capacidad de predicción 
Vigo 29 0 0 1 0 97  30 0 0 0 0 100 
Pontevedra 0 17 0 3 0 85  0 17 0 3 0 85 
Arousa 0 1 85 1 1 97  0 0 85 1 2 98 
Muros-Noia 0 0 0 11 0 100  0 0 0 11 0 91 
Ares-Betanzos 0 0 1 1 7 78  0 0 0 1 8 89 
Casos correctamante clasificados     94,3 %       95,6 % 
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Figura III.6. Representación de la función 1 versus 
función 2 obtenidas en el LDA2 (modelo construido 
para los mejillones de batea cultivados en Galicia). 
Estos elementos discriminantes son: Ag, Ba, Cd, Co, Eu, Ga, Lu, Mo, Pb, Sb, Se, 
Th, U, V, Zn y Zr. 
Para investigar el impacto de las distintas variables experimentales en la 
clasificación, se examinaron los coeficientes de las funciones canónicas. Se pueden 
establecer cuatro grupos de elementos: i) Se, Zn y Pb; ii) Co, Mo, Ag y Ba; iii) Ga, Zr, 
Eu, Lu, Th y U; iv) V, Cd y Sb. El primer y el segundo grupo se podrían vincular a la 
regulación metabólica en los mejillones. El tercer grupo se podría asociar a fuentes 
mineralógicas de Galicia. El cuarto grupo, y otros elementos encontrados en los 
distintos grupos (por ejemplo el Pb en el grupo i), podría deberse a contribuciones 
antropogénicas. Los elementos discriminantes que varían en el LDA2 (Eu, Ga, Lu, Zn 
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y Zr) con respecto al LDA1 (As, Cr, Er, Ho, La, Mn y Te) podrían atribuirse, 
principalmente, a la geología de la zona.  
Con estos 16 elementos (grupos i - iv), el 96,8 % de las muestras originales se 
clasifican correctamente. Tres muestras de la ría de Pontevedra se clasifican en la ría 
de Muros-Noia y dos muestras de la ría de Arousa en las rías de Muros-Noia y Ares-
Betanzos. Este modelo supone un ligero deterioro en la capacidad de reconocimiento 
con respecto al primer modelo, no obstante la robustez mejora, ya que la capacidad de 
predicción es del 95,6 %. El gráfico de dispersión de las dos primeras funciones 
canónicas (función 1 versus función 2) obtenido con el método de inclusión por pasos 
es similar al método que utiliza todas las variables.  
A pesar de los buenos resultados obtenidos con el LDA, cuando se tratan los 
mejillones no gallegos como muestras desconocidas, se obtienen falsos positivos y/o 
falsos negativos. 
III.3.3. Modelos independientes suavizados de analogía de clases 
Debido a estos falsos positivos o negativos obtenidos al utilizar LDA, se realizó 
un análisis quimiométrico SIMCA. La validación cruzada se llevó a cabo tal y como se 
ha descrito previamente para el LDA. Las similitudes entre las muestras de una 
categoría se describen a través de componentes principales (PCs, Principal 
Components) en el conjunto de entrenamiento. Los componentes principales obtenidos 
en los modelos de cada clase explican más del 90 % de la varianza total considerando 
un nivel de confianza igual del 5 % para la distancia crítica. 
Primero se ha modelado un SIMCA1 para las dos categorías, mejillones gallegos 
y no gallegos, utilizando los 40 elementos. Los PCs extraídos fueron cuatro para las 
muestras gallegas (explicando el 97,4 % de la varianza total) y tres para las muestras 
no gallegas (99,7 % de la varianza total). La capacidad de reconocimiento y predicción 
se resumen en la Tabla III.4. 
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Tabla III.4. 
Resultados de clasificación obtenidos para los modelos del SIMCA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* En paréntesis se indica el número de muestras clasificadas correctamente / número de muestras. 
 
Clase 
40 elementos  21 elementos 
Capacidad de 
reconocimiento (%) 
Capacidad de 
predicción (%) 
 
Capacidad de 
reconocimiento (%) 
Capacidad de 
reconocimiento (%) 
SIMCA1  
Gallego 93,4 (148/158)* 75(6/8)  91,8 (145/158) 100 (158/158) 
No-Gallego 100 (8/8) 100 (158/158)  100 (8/8) 100(8/8) 
SIMCA2  
Vigo 93,3 (28/30) 32,8 (42/128)  93,3 (28/30) 39,1 (50/128) 
Pontevedra 100 (20/20) 67,4 (93/138)  100 (20/20) 67,4 (93/138) 
Arousa 96,6 (85/88) 58,6 (41/70)  96,6 (85/88) 67,1(47/70) 
Muros-Noia 100 (11/11) 85,0(125/147)  100 (11/11) 85,7 (126/147) 
Ares-Betanzos 100 (9/9) 73,1(109/149)  100 (9/9) 79,7 (119/149) 
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Como se puede observar, la capacidad de predicción para las muestras no 
gallegas ha sido adecuada mientras que para las muestras gallegas ha sido baja (dos 
muestras no gallegas se clasificaron como gallegas). Por tanto, la predicción obtenida 
con el SIMCA no ha sido suficientemente exacta. En este sentido, una reducción de 
elementos podría mejorar la clasificación, ya que aquellos elementos menos 
significativos estadísticamente podrían estar proporcionando ruido al conjunto de 
datos, empeorando así la clasificación.  
Por ello, los elementos con baja capacidad discriminatoria se eliminaron del 
conjunto de datos. Los elementos empleados fueron: As, Ba, Ce, Co, Eu, Er, Ga, Ho, 
Mn, Mo, Nb, Pb, Pr, Rb, Sb, Se, Te, U, V, Y y Zn (21 elementos). Esta lista incluye 
algunos elementos (Ce, Ga, Nb, Pr, Rb, Y y Zn) que no habían sido utilizados en el 
LDA1, relacionados principalmente con la geología de la zona. 
Los PCs extraídos con estos 21 elementos son tres para las muestras gallegas 
(que explican el 99,2 % de la varianza total) y dos PCs para las muestras no gallegas 
(99,5 % de la varianza total explicada). En la Figura III.7 se representa la distancia del 
modelo de la clase gallega al modelo no gallego. Para la mayoría de las muestras 
gallegas hay una amplia distancia entre ambos modelos. 
Cuando se consideran las cinco rías gallegas (SIMCA2) la capacidad de 
predicción es baja con los 40 elementos (Tabla III.4). Sin embargo, cuando se reduce 
el número de elementos (como ejemplo 21 elementos), la predicción mejora pero no 
suficientemente para clasificar las muestras de mejillón según su ría de origen. Cuando 
las muestras no gallegas se evalúan en estos modelos, ninguna de ellas se asigna a las 
cinco rías gallegas. Esto confirma la eficiencia del SIMCA para detectar muestras 
foráneas. 
Por todo ello, para clasificar las muestras de mejillón según la ría de origen de 
una manera más efectiva, se recurrió a la utilización de redes neuronales. Las ANNs, 
debido a su versatilidad y facilidad de adaptación, están recomendadas cuando las 
técnicas quimiométricas tradicionales fallan [25]. 
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Figura III.7. Gráfico de Coomans para las muestras de mejillón 
gallegas y no gallegas. 
III.3.4. Redes neuronales artificiales 
Diferentes redes neuronales fueron utilizadas con el fin de encontrar un modelo 
que clasifique los mejillones gallegos de acuerdo a su ría de origen. Finalmente, la red 
neuronal utilizada fue el perceptrón multicapa con algoritmo de aprendizaje por 
retropropagación (BP-MLP, Back - Propagation Multilayer Perceptron). Este tipo de 
ANNs se considera muy eficiente para la clasificación y discriminación de productos 
alimentarios [26]. 
Para reducir la dimensionalidad de los datos y eliminar variables altamente 
correlacionadas, se utilizaron los elementos seleccionados en el método de inclusión 
por pasos del LDA2 [27]. En este caso, la razón muestra / variable resultó ser 10. La 
topología de la red neuronal constó de 16 neuronas o nodos en la capa de entrada 
(elementos del LDA2) y de 5 neuronas en la capa de salida (las 5 rías gallegas). 
El número de capas intermedias y el número de neuronas intermedias se 
seleccionaron automáticamente. Este procedimiento conlleva una variabilidad en los 
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resultados obtenidos utilizando el mismo grupo de datos y la misma red neuronal, por 
lo que se generó una familia amplia de redes neuronales con diferentes arquitecturas. 
La arquitectura seleccionada fue la que proporcionó un error mínimo. 
Las funciones de activación utilizadas fueron la tangente hiperbólica para la capa 
intermedia y la softmax para la capa de salida. Los pesos iniciales y el proceso de 
aprendizaje se seleccionaron al azar. Las funciones de error empleadas en todo el 
desarrollo fueron el método estandarizado de re-escalamiento de las covarianzas y la 
entropía cruzada. Ya que para las rías de Muros-Noia y Ares-Betanzos el grupo de 
datos es pequeño, fue utilizado el entrenamiento del algoritmo por retropropagación y 
gradiente escalado conjugado. Los parámetros de aprendizaje se seleccionaron 
automáticamente: pasos máximos sin disminución de error (1), máxima variación 
relativa en la razón de entrenamiento (0,0001) y mínima variación relativa en el ratio 
de entrenamiento (0,001). 
La red neuronal tiene una capa intermedia en todos los casos, utilizando por tanto 
el perceptrón de 3 capas (3-MLP). Aunque se llevó a cabo un estudio preliminar 
computando la ANN con dos capas intermedias, no se obtuvieron mejoras. El número 
de neuronas en la capa intermedia se varió entre 6 y 3, dando lugar a las siguientes 
arquitecturas: 16x6x5 la neurona más grande; 16x5x5; 16x4x5 y 16x3x5 la neurona 
más simple. Los resultados fueron pobres con las neuronas más simples, como por 
ejemplo la 16x2x5 (mínimo error de aprendizaje global de entropía cruzada en el paso 
de entrenamiento 11,1 %). 
La arquitectura de la neurona empleada para la clasificación de las muestras 
gallegas se decidió en base a los grupos de entrenamiento (training set), comprobación 
(testing set) y prueba (holdout set). Las 158 muestras de mejillón se dividieron al azar 
en diferentes conjuntos de entrenamiento (sobre el 80 %), comprobación (sobre el 10 
%) y prueba (sobre el 10 %). Una validación simple, sólo entrenamiento y 
comprobación, sin considerar el conjunto de prueba, podría resultar sesgada. Esta 
validación permite verificar la capacidad de generalización del modelo optimizado y 
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computar el error en la dispersión para la predicción. Un resumen de los resultados 
obtenidos para las diferentes arquitecturas estudiadas se muestra en la Tabla III.5. 
La estimación teórica del número de neuronas de la capa intermedia, calculada 
como la raíz cuadrada del producto del número de neuronas en la capa de entrada y el 
número de neuronas de la capa de salida, fue 8 [27]. Por tanto, cualquiera de estos 
modelos se puede considerar válido. Las 158 muestras de mejillón se clasificaron de 
acuerdo a la ría de origen con una predicción satisfactoria (100 %) con todos los 
modelos propuestos. 
III.3.5. Diferencias entre las rías gallegas 
La clasificación de los mejillones gallegos por ría de origen sugiere que 
diferencias en la geomorfología, litología, disponibilidad de alimento y/o 
contaminación procedente de fuentes externas del área geográfica, podrían estar 
implicadas.  
Vigo, Pontevedra y Arousa (ría gallega más grande) tienen forma de embudo, 
con islas en la entrada, que las protegen y, a su vez, generan dos entradas de agua. Por 
el contrario, Muros-Noia y Ares-Betanzos están abiertas al océano y, por tanto, están 
más expuestas a vientos y mareas. 
Desde un punto de vista litológico, la ría de Vigo está formada principalmente 
por rocas ígneas (granitos alcalinos y calcáreos) y metamórficas (principalmente mica-
esquisto y gnéis) [28], ambas asociadas a una gran variedad de minerales con HFSEs y 
REEs como menas principales. Algunos de estos minerales han sido encontrados en la 
ría de Vigo, como pueden ser: allanita (Eu y Th), bastnasita (Eu), monazita (Eu, Th y 
Lu), torita (U y Th) y parisitas (en general de REEs) [29-31]. De hecho, se ha 
documentado un enriquecimiento de REEs en los sedimentos de la ría de Vigo [32].  
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Tabla III.5. 
Resumen de los resultados para diferentes arquitecturas de MLP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grupo de datos Parámetros 
Arquitecturas 
16x6x5 16x5x5 16x4x5 16x3x5 
Entrenamiento Capacidad de reconocimiento (%) 100 100 100 100 
 Error de entropía cruzada (%) 0,115 0,114 0,115 0,080 
 Predicciones incorrectas (%) 0 0 0 0 
 Tiempo de entrenamiento (ms) 16 15 16 32 
Comprobación Capacidad de predicción (%) 100 100 100 100 
 Error de entropía cruzada (%) 0,048 0,047 0,035 0,012 
 Predicciones incorrectas (%) 0 0 0 0 
Validación Capacidad de generalización (%) 100 100 100 100 
 Predicciones incorrectas (%) 0 0 0 0 
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La geología de la ría de Arousa está compuesta por rocas plutónicas (granitos y 
granodioritas) y metamórficas (principalmente gnéis) [33]. Se ha documentado la 
presencia de geotita (Co, Mo y Zn) y hematite en los biodepósitos y, en menor 
extensión, en los sedimentos [34]. En esta ría también se han encontrado allanita y 
zirconita [30]. 
Pocos estudios geológicos han sido realizados en las otras rías. Se han encontrado 
granitos y metasedimentos en Pontevedra, Muros-Noia y Ares-Betanzos. La presencia 
de allanita y zirconita ha sido documentada en Pontevedra y Muros-Noia [30]. 
Diferencias en la producción fitoplanctónica y de biomasa han sido observadas 
entre las distintas rías. Vigo, Pontevedra, Arousa y Muros-Noia presentan más sales 
nutrientes disponibles que Ares-Betanzos [35]. 
La contribución antropogénica de elementos en los mejillones gallegos es 
principalmente destacable en Vigo y Pontevedra. Vigo es un área industrializada con 
un puerto muy activo (uno de los mayores y activos de Europa en relación con la pesca 
y el trasporte de mercancías), una ciudad con 296.000 habitantes y algunos pueblos 
pequeños. La ría de Pontevedra se ve afectada por algunas industrias (especialmente 
por una fábrica de papel) y una ciudad más pequeña que la de Vigo (Pontevedra, con 
81.000 habitantes). En la ría de Arousa es destacable la presencia de industrias 
conserveras y un pueblo relativamente grande (37.000 habitantes). Muros-Noia y 
Ares-Betanzos tienen un pequeño puerto rodeado de pequeños pueblos y aldeas (en 
total alrededor de 25.000 y 19.000 habitantes, respectivamente) [36]. 
La contaminación de los sedimentos por la presencia de elevadas concentraciones 
de algunos metales ha sido documentada en algunos casos: Cu en Vigo, Pontevedra y 
Arousa; Cr en Arousa y Pontevedra; Mn en Arousa y Ares-Betanzos; Ni en Arousa; Pb 
en Vigo y Pontevedra [37, 38]. 
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III.4. CONCLUSIONES 
La utilización de ICP-MS y diferentes herramientas quimiométricas (LDA, 
SIMCA y ANNs) ha permitido diferenciar los mejillones procedentes de Galicia con 
PDO. Distintos elementos minoritarios y traza, incluyendo HFSEs y REEs han sido 
utilizados para establecer la huella dactilar de los mejillones gallegos. 
El LDA y el SIMCA han sido utilizados con éxito para diferenciar entre mejillón 
gallego y foráneo (no gallego). Sin embargo, cuando estas técnicas se aplican con el 
fin de clasificar los mejillones por la ría de origen (cinco rías) surgen algunas 
discrepancias. El LDA con 16 elementos proporciona una capacidad de predicción del 
95,6 %, pero con falsos positivos y negativos. El SIMCA no proporciona resultados 
adecuados para clasificar las muestras por ría de origen, sin embargo cuando se han 
incluido las muestras no gallegas, ninguna de ellas ha sido asignada como gallega. 
Este hecho confirma la capacidad del SIMCA para detectar muestras foráneas. Cuando 
se utilizan las ANNs para esta finalidad, la clasificación es del 100 %, mejorando los 
modelos de clasificación anteriores. En todo momento, los errores de entropía cruzada 
para los modelos empleados (3-MLP, 16x6x5, 16x5x5, 16x4x5, 16x3x5) han sido 
mínimos. 
Este trabajo proporciona una importante vía para la detección de etiquetados 
engañosos o fraudes en el caso de los mejillones gallegos con PDO. 
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IV.1. INTRODUCCIÓN 
Hoy en día, el uso intensivo de las tierras raras (REEs, Rare Earth Elements) en 
la industria tecnológica, especialmente en la producción de superconductores, ha dado 
lugar a una importante disponibilidad de estos elementos en el medio ambiente [1, 2]. 
Por ello, se ha incrementado el riesgo de acumulación de las REEs en los organismos 
marinos, lo que podría tener efectos tóxicos para los mismos [3]. Los lantánidos 
presentan algunas propiedades químicas similares a las de algunos metales 
biológicamente relevantes, como por ejemplo el Ca
2+
, por lo que pueden llegar a 
reemplazar a estos últimos [4]. De ahí que sean necesarios estudios más exhaustivos 
sobre las REEs en los organismos marinos. 
En general, las concentraciones de REEs en los organismos es baja y además 
entre ellas pueden diferir en 2 o 3 órdenes de magnitud en la misma muestra (ej. entre 
la concentración del Ce y del Lu) [3, 5]. Por tanto, la espectrometría de masas con 
fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS, Inductively Coupled Plasma 
Mass Spectrometry), técnica multielemental muy sensible y con amplios intervalos de 
trabajo, es apropiada para la determinación de REEs en los organismos marinos. 
Por otro lado, la digestión asistida por microondas (MAD, Microwave Assisted 
Digestion) es habitualmente utilizada como tratamiento de muestra para la 
determinación de REEs con ICP-MS en tejidos biológicos [3, 5-7]. A pesar de la 
efectividad de la MAD, su empleo conlleva el uso de ácidos concentrados, elevadas 
temperaturas y presiones, altas diluciones finales de las muestras y tiempos largos de 
enfriamiento antes de poder abrir los reactores de digestión. Por lo tanto, son 
aconsejables mejoras que permitan simplificar y acortar los tratamientos de muestra 
para la determinación de REEs con el ICP-MS. 
En este sentido, la extracción-asistida por ultrasonidos (UAE, Ultrasound 
Assisted Extraction) es una interesante alternativa a la MAD como tratamiento de 
muestra para la determinación una gran variedad de metales [8]. En general, con la 
UAE los analitos se extraen cuantitativamente de la muestra sólida utilizando una 
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disolución ácida como extractante (típicamente ácido nítrico entre el 1 y el 5 % v/v, o 
bien ácido clorhídrico o mezclas de ambos) y tiempos de sonicación cortos (inferiores 
a 5 min) [9-11]. La UAE se ha propuesto como una metodología de preparación de 
muestra adecuada y ventajosa para elementos mayoritarios, minoritarios y traza como 
son As, Ca, Cu, Cd, Hg, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Sb, Se, Sr, V, Zn en tejidos 
biológicos marinos [12-24]; si bien, no se han documentado estudios para la extracción 
de REEs. 
Aunque la extracción cuantitativa de REES en tejidos biológicos marinos parece 
factible, la introducción directa de los extractos en el ICP-MS puede ser complicada 
debido a la presencia de elevadas cantidades de materia orgánica co-extraída, entre 
otros componentes, pudiendo comprometer la estabilidad del plasma y ser fuente de 
importantes interferencias. De hecho, la mayoría de los artículos mencionados 
previamente emplean la espectrometría de absorción atómica con atomización 
electrotérmica (ETAAS, Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry) [12-19, 22-
24]. Sólo en dos trabajos publicados se emplea el ICP-MS después de la UAE para la 
determinación de diferentes elementos (entre los que no se encuentran las REES) en 
muestras de liquen, tejido de mejillón y pelo [20, 25]. 
En este trabajo, se presenta la evaluación de la extracción asistida por 
ultrasonidos como un tratamiento de muestra sencillo y efectivo para la determinación 
cuantitativa de tierras raras en tejidos biológicos marinos. Las condiciones de medida 
fueron optimizadas cuidadosamente para el análisis de los extractos mediante ICP-MS 
sin perturbación del plasma y efectos de matriz. Además de las variables que influyen 
en el proceso de extracción, se evaluó la necesidad de incluir etapas alternativas en el 
procedimiento como centrifugación, filtración, limpieza de los extractos (clean up). Se 
valoró también la corrección de las señales frente a diferentes patrones internos, la 
deriva instrumental debida a cambios en la eficiencia de nebulización y la deposición 
de sales en los conos del espectrómetro durante el análisis. Para validar el método se 
empleó el material de referencia certificado BCR-668 (tejido de mejillón, Mytilus 
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edulis). Los resultados obtenidos para diferentes muestras de pescados y mariscos se 
compararon con los obtenidos mediante digestión asistida por microondas. 
IV.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
IV.2.1. Instrumentación 
Las medidas de ICP-MS se llevaron a cabo utilizando el espectrómetro Thermo 
Elemental Serie X7 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemania) provisto del 
equipamiento que se detalla en la sección II.2.1. 
La extracción asistida por ultrasonidos se llevó a cabo con un procesador 
ultrasónico de alta intensidad, 50 W y 20 kHz, modelo VC 50-1 (Sonic and Materials, 
Danbury, CT, USA), equipado con una sonda de titanio de 2 mm de diámetro. 
Para la digestión asistida por microondas se empleó un horno de microondas 
Multiwave 3000 (Anton Paar, Graz, Austria) con un rotor de 8 reactores de Teflón-
PFA (PFA, perfluoroalkoxy) de 100 mL de capacidad. 
La centrifugación de los extractos se llevó a cabo con una centrífuga Universal 
320 Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Alemanis). 
Las muestras se prepararon utilizando un liofilizador Telstar Cryodos-50 
(Tarrasa, España) y un molino de bolas Retsch MM 2000 (Haan, Alemania) con copas 
(10 mL de capacidad) y bolas de ágata. 
IV.2.2. Reactivos y estándares 
Para el desarrollo de este trabajo se utilizó agua desionizada ultrapura, obtenida 
con un sistema de purificación Milli Q (Millipore, San Quentin, Francia). Los ácidos 
empleados fueron de grado ultrapuro: ácido nítrico al 69 % (m/v) (Hyperpur-Plus, 
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Panreac, Barcelona, España) y ácido clorhídrico al 30 % (m/v) (Merck, Darmstadt, 
Alemania). 
Para la calibración se empleó la disolución patrón multielemental BDH Aristar 
(Poole, Dorset, UK) con 10 mg L-1 de Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, 
Tm, Yb y Lu.
 
Las disoluciones estándar de trabajo fueron preparadas diariamente por 
dilución con ácido nítrico al 2 % (v/v) y por pesada. Disoluciones patrón (1000 mg L
-1
) 
de Rh, Re e In (Merck) fueron empleadas para la estandarización interna. Los patrones 
internos se añadieron a blancos, estándares de calibración y muestras. 
Todo el material de vidrio y polietileno empleado en este trabajo se mantuvo en 
ácido nítrico al 10 % (v/v) durante toda la noche y se enjuagó con agua ultrapura al 
menos 3 veces antes de su uso. 
IV.2.3. Muestras y pre-tratamiento de las mismas 
En este trabajo se utilizó el material de referencia certificado (CRM, Certified 
Reference Material) BCR-668 (tejido de mejillón, Mytilus edulis) adquirido del 
Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM, Geel, Bélgica). El 
tamaño de partícula de este CRM es menor de 200 m (99 % del material). Los valores 
de Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Er, Tm y Lu están certificados y los valores 
de Ho e Yb son indicativos. 
Se analizaron diferentes pescados y mariscos consumidos habitualmente en 
España. Las muestras de mejillón (Mytilus galloprovincialis), berberecho (Cardium 
edule), navaja (Ensis ensis), sardina (Sardina pilchardus) y rapante (Lepidorhombus 
whiffiagonis) fueron adquiridas en mercados locales de Vigo (Galicia, Noroeste de 
España). Todos los individuos superaban el tamaño mínimo permitido por la Unión 
Europea, por lo que en todo caso se trató de especímenes jóvenes o adultos. 
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Una vez en el laboratorio, las muestras se lavaron con agua ultrapura y la parte 
comestible se homogeneizó y liofilizó. Las muestras pulverizadas se trituraron hasta un 
tamaño de partícula menor de 200 µm y se almacenaron en frascos de polietileno en 
nevera a 4 ºC hasta su posterior análisis. 
IV.2.4. Procedimiento de extracción 
Se pesa con exactitud alrededor de 0,1 g de muestra en tubos de centrifuga de 
polipropileno (15 mL de capacidad) y se añadien 5 mL de solución extractante, HNO3 
al 3 % (v/v) y HCl al 2 % (v/v). Esta solución extractante contiene además 5 g L-1 de 
Re (estándar interno). La mezcla muestra - extractante se sonica a temperatura 
ambiente durante 3 min al 50 % de amplitud. Después de la sonicación, se separan el 
sobrenadante líquido y la fase sólida centrifugando 10 min a 4000 rpm. El 
sobrenadante se transfiere a otro tubo de centrifuga para las medidas de ICP-MS, 
después de filtrar con jeringa (filtros de jeringa MS® PTFE con un tamaño de poro < 
0.45 m) y de la limpieza o clean up con un cartucho C-18 (Hipersep IC-RP de 
preparación de muestra, Metrohm, Herisau, Suíza). Los blancos correspondientes se 
trataron de la misma manera. Para cada muestra se realizaron tres réplicas. 
IV.2.5. Procedimiento de digestión 
Se pesan con exactitud alrededor de 0,2 g de muestra en el reactor de digestión de 
PFA y se añaden 4 mL de ácido nítrico concentrado y 2 mL de agua ultrapura. Los 
reactores de digestión cerrados se colocan en el horno de microondas. La 
descomposición de la muestras se lleva a cabo empleando un programa 
preseleccionado (tiempo de digestión 35 min y potencia 900 W). Después de enfriar, 
los digestados se llevan cuantitativamente a un volumen final de 50 mL con agua 
ultrapura. Previamente a la digestión, se añade una disolución de Re, de modo que la 
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concentración final del patrón interno sea de 5 g L-1. Los blancos se tratan de la 
misma manera. Se llevan a cabo tres digestiones para cada muestra. 
IV.2.6. Determinación de REEs mediante ICP-MS 
Los parámetros instrumentales como flujo de aerosol, potencia de radiofrecuencia 
(RF, Radio Frequency) y configuración de lentes se optimizaron diariamente con el fin 
de reducir los iones doblemente cargados y la generación de óxidos y/o hidróxidos 
debidos a las especies presentes en el plasma de Ar, reactivos y matriz de las muestras. 
Las condiciones de operación utilizadas se muestran en la Tabla IV.1. 
Tabla IV.1. 
Condiciones instrumentales de operación en el ICP-MS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para optimizar el instrumento y comprobar la estabilidad a corto plazo se empleó 
una disolución con 10g L-1 de In, Rh y U en HNO3 2 % (v/v). Los parámetros 
Thermo Elemental X7 Series ICP-MS 
Potencia del generador (W) 1250  
Flujo de muestra (L min
-1
) 0,6 
Flujos de Ar (L min
-1
)
 
Plasma, 13; auxiliar, 0,7; nebulizador, 0,85 
Nebulizador Meinhard 
Antorcha Cuarzo, inyector 1,5 mm 
Cámara de nebulización De impacto, cuarzo 
Interfase Conos de Ni 
Temperatura cámara de nebulización Sistema Peltier, 3 ºC 
Modo de medida Salto de pico 
Canales por masa 3 
Tiempo de integración (ms) 20 
Pulsos por réplica 50 
Réplicas 3 
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instrumentales se ajustaron para la mínima formación de óxidos (<1 %) de Ce y Ba, 
máxima señal de Rh e In y estabilidades inferiores al 2 % para el U. 
Los isótopos medidos fueron los siguientes: 
89
Y, 
139
La, 
140
Ce, 
141
Pr, 
146
Nd,
 147
Sm, 
151
Eu,
 157
Gd, 
159
Tb, 
163
Dy, 
165
Ho,
 166
Er, 
169
Tm, 
172
Yb y
 175
Lu. Y, Pr, Tb, Ho
 
y Tm son 
monoisotópicos. Para La, Ce, Eu, Gd, Er y
 
Lu, el isótopo seleccionado fue el más 
abundante y para el Nd, Sm y Dy el menos interferido isobáricamente. Los isótopos 
103
Rh, 
115
In y 
187
Re se estudiaron para la estandarización interna. 
La determinación de tierras raras se llevó a cabo mediante recta de calibrado con 
estándares acuosos (calibración externa). Las curvas de calibrado se construyeron con 
tres réplicas de medida y, en todos los casos, los coeficientes de regresión fueron 
mayores de 0,9997. 
IV.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
IV.3.1. Idoneidad de los extractos para las medidas en ICP-MS 
La determinación de REEs por ICP-MS es difícil debido a las numerosas 
interferencias espectrales y no-espectrales que se producen [6, 26, 27]. En general, los 
extractos de muestras biológicas obtenidos después de UAE contienen, entre otros 
componentes, una considerable cantidad de materia orgánica [28]. Por consiguiente, se 
investigó la idoneidad de los extractos para llevar a cabo las medidas directas por ICP-
MS. Para ello, se utilizó una etapa adicional basada en el clean up de las muestras con 
un cartucho de intercambio de iones C18 utilizado habitualmente para extracciones en 
fase sólida no - polares. Los efectos de matriz en los extractos de mejillón preparados 
con y sin clean up se evaluaron por comparación de las pendientes de calibración 
obtenidas con estándares acuosos y adición estándar. Los resultados se presentan en la 
Tabla IV.2. 
 
 
 
 
Capítulo IV 
 
134 
 
Tabla IV.2. 
Pendientes de las curvas de calibrado obtenidas con la calibración 
externa (estándares acuosos) y adición estándar (tejido de mejillón) con 
y sin el clean up con los cartucho C18. 
 
 
 
 
 
 
* Las pendientes están expresadas en cps L g -1 
La comparación de pendientes se presenta en términos de porcentaje de cambio 
(estándares acuosos / adición estándar). Cuando los extractos sin clean up se 
introducen directamente en el ICP-MS, se observa un marcado efecto de matriz en 
muchos de los elementos de estudio. Por el contrario, los porcentajes de cambio en la 
pendiente son menores del 4 % en todos los casos cuando se lleva a cabo el clean up de 
los extractos. Estos resultados indican que para que la materia orgánica de los extractos 
no suponga un problema en las determinaciones, esta etapa adicional de clean up es 
necesaria para determinar REEs. 
Elemento 
Estándares  
acuosos 
Pendiente* 
Adición estándar 
Sin clean up  Con clean up 
Pendiente* Cambio, %  Pendiente* Cambio, % 
Y 15732 14122 -10,2  15842 +0,7 
La 30814 25832 -16,2  29711 -3,6 
Ce 30480 26549 -12,9  30840 +1,2 
Pr 37964 33389 -12,1  37750 -0,6 
Nd 7051 6552 -7,1  7252 +2,8 
Sm 6070 5918 -2,5  6227 +2,6 
Eu 21157 20840 -1,5  21544 +1,8 
Gd 7794 8550 +9,7  8013 +2,8 
Tb 51088 59036 +15,6  52651 +3,1 
Dy 13469 15950 +18,4  13974 +3,7 
Ho 55576 68300 +22,9  57509 +3,1 
Er 19396 24199 +24,8  18706 +3,6 
Tm 60026 76199 +26,9  61794 +2,9 
Yb 14101 17923 +27,1  13949 -1,1 
Lu 66259 86004 +29,8  66894 +1,0 
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Por otro lado, para la determinación de las REEs en los extractos es necesaria la 
estandarización interna. La idoneidad del Rh, In y Re como patrones internos (ISs, 
Internal Standards) fue evaluada después de comprobar que estos elementos no están 
presentes en los organismos marinos. Para ello se utilizó también la calibración externa 
y la adición estándar en diferentes medios extractantes. Las relaciones de pendientes 
(adición estándar / calibración acuosa) obtenidas utilizando estándares y extractos en 
los medios HNO3 5 % (v/v), HCl 5 % (v/v) y HNO3 3 % (v/v) + HCl 2 % (v/v) se 
muestran en la Tabla IV.3. 
Tabla IV.3. 
Relación de pendientes obtenidas con diferentes patrones internos y 
extractantes. 
Elemento 
Extractante 
HNO3 5 % (v/v)  HCl 5 % (v/v)  
HNO3 3 % (v/v)  
+HCl 2 % (v/v) 
Rh In Re  Rh In Re  Rh In Re 
Y 2,22 1,37 1,01  2,42 0,92 0,98  2,49 1,45 1,01 
La 2,02 1,24 0,93  1,19 1,13 0,91  2,31 1,42 0,94 
Ce 1,82 1,12 0,85  1,24 2,36 0,91  2,09 1,55 1,01 
Pr 1,86 1,15 0,86  1,15 0,34 0,91  2,15 1,31 0,99 
Nd 1,96 1,20 0,91  1,23 1,05 0,93  2,30 1,45 1,03 
Sm 2,01 1,24 0,93  1,42 0,55 0,99  2,51 1,35 1,03 
Eu 1,68 1,04 0,78  1,48 0,54 0,85  2,26 1,32 1,03 
Gd 2,88 1,77 0,98  1,56 0,65 0,93  2,42 1,36 1,03 
Tb 1,61 0,99 0,75  1,70 0,40 0,71  2,16 1,37 1,05 
Dy 1,91 1,21 0,91  2,02 0,50 0,98  2,35 1,80 1,07 
Ho 1,96 0,91 0,83  2,13 0,81 0,87  2,11 0,84 1,06 
Er 1,48 1,12 0,85  2,24 0,78 0,91  2,31 1,29 0,94 
Tm 1,83 0,73 0,75  1,80 0,65 0,76  1,24 1,32 1,03 
Yb 1,10 0,83 0,63  2,02 0,69 0,63  1,71 1,28 0,99 
Lu 0,83 0,80 0,81  1,82 0,55 0,83  1,62 1,30 1,01 
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El IS seleccionado fue el que proporcionó una ratio entre pendientes próxima a 1. 
Como se puede observar en la Tabla IV.3, los ISs considerados se ven muy influidos 
por el medio extractante. El Rh se rechazó porque no corrige de forma adecuada. El Re 
proporciona mejores resultados que el In para algunos elementos, por lo que se 
seleccionó como IS. 
La introducción directa de los extractos biológicos en el equipo puede acentuar la 
deriva instrumental como consecuencia de cambios en la eficiencia de nebulización y 
deposición de sales en los conos durante el análisis. De hecho, se observó deposición 
de sales en los conos del espectrómetro. Para evaluar los posibles efectos, se utilizó un 
estándar de verificación siguiendo la estrategia Standard-Sample-Standard Bracketing 
(SSB) para 19 extractos de muestra, tras una calibración inicial. 
La suma acumulada de cada observación sucesiva del estándar de verificación 
respecto al de referencia (valor de la calibración inicial) fue representada respecto el 
número de observación. En la Figura IV.1 se muestran los gráficos de control de suma 
acumulada (CUSUM, Cummulative Sum) obtenidos para Y y Eu. Estos elementos 
fueron elegidos como ejemplo del comportamiento de las REEs. Este tipo de gráficos 
fueron utilizados debido a su elevada sensibilidad para pequeños cambios, como es el 
caso de la deriva instrumental que nos ocupa. 
Para todas las REEs estudiadas se observa una disminución de la señal menor del 4 
% dentro de los seis primeros extractos. Dado que las sucesivas diferencias se añaden a 
la suma acumulada, el efecto progresivo de la deriva respecto el valor de referencia se 
magnifica, facilitando así su detección. 
En el caso del Y, el proceso está bajo control hasta la observación número 12. Este 
valor supone una diferencia con respecto al inicial del 1 %. Para los elementos La, Ce, 
Tb, Ho, Lu, Tm, Y, Er y Pr se observó un comportamiento similar. Para Eu, Nd, Sm, 
Eu y Gd, el proceso está bajo control para las 19 observaciones. Por todo ello, se 
decidió llevar  a cabo una re-calibración tras introducir 6 extractos en el instrumento 
(Figura IV.1). 
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Figura IV.1. Gráficos de control CUSUM. UCL es el límite de control 
superior (upper control limit) y LCL el límite de control inferior (lower 
control limit). 
Además, es recomendable la limpieza de los conos después de analizar 12 
extractos. En la Figura IV.2 se muestra el cono de separación después de introducir 19 
extractos en el espectrómetro. Estos conos se limpiaron siguiendo las recomendaciones 
del fabricante. 
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Figura IV.2. Cono de separación (A) limpio y (B) 
sucio, después de haber introducido 19 extractos 
en el ICP-MS. 
IV.3.2. Condiciones de extracción 
Las variables que afectan al proceso de extracción, es decir, medio extractante, 
ratio masa - volumen, tamaño de partícula, tiempo de sonicación y amplitud de 
sonicación fueron optimizadas con el fin de obtener la extracción cuantitativa de las 
REEs. Para el estudio del tamaño de partícula se utilizó una muestra de tejido de 
mejillón (preparada en el laboratorio) y para las variables restantes el CRM BCR-668. 
La composición del extractante ácido es una variable crítica en la extracción de 
las REES, por lo que se utilizaron HNO3 y HCl (ambos en un intervalo de 
concentraciones 1 - 6 % v/v) y diferentes mezclas de estos dos ácidos. Para este estudio 
las condiciones experimentales fijadas fueron: tamaño de partícula <200 m, ratio 
masa-volumen 20, tiempo de sonicación 3 min y amplitud de sonicación 50 %. En la 
Figura IV.3 se muestra el efecto de la composición del extractante.  
Como se puede apreciar en la Figura IV.3, cuando se utilizan HNO3 o HCl, como 
extractantes, concentraciones entre el 3 y el 5 % v/v fueron suficientes para alcanzar 
extracciones cuantitativas en la mayoría de los elementos de estudio, excepto para Eu, 
Tb, Tm, Yb y Lu (en este caso se obtuvieron recuperaciones entre el 63 y el 85 %). La 
extracción de estos elementos mejora cuando se utilizan mezclas de HNO3 y HCl. 
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Figura IV.3. Efecto de la composición del extractante. Las líneas continuas indican el 
valor certificado y las líneas discontinuas los intervalos de confianza. El eje de 
abscisas superior representa las concentraciones de HNO3 o HCl y el eje inferior la 
concentración de HCl en la mezcla (3 % HNO3 + % HCl). 
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Un medio extractante constituido por HNO3 al 3 % v/v y al HCl 2 % v/v 
proporciona resultados exactos para todas las REEs. 
La ratio masa - volumen también puede influir en la extracción de REEs, por ello 
se investigaron diferentes ratios masa de muestra - volumen de extractante: i) 100 mg / 
5 mL (ratio 20), ii) 60 mg / 4 mL (ratio 15), iii) 50 mg / 4 mL (ratio 12,5) y iv) 50 mg / 
5 mL (ratio 10). En ninguno de estos casos se observó la influencia de este parámetro. 
Teniendo en cuenta que una dilución elevada conlleva la pérdida de sensibilidad y de 
precisión, la ratio seleccionada fue 20. 
El tamaño de partícula (es otro de los parámetros que más influyen en la UAE. 
En este trabajo el tamaño de partícula para la extracción de las REEs se estudió entre 
<50 y >200 m. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura IV.4 (A). El efecto 
del tamaño de partícula es similar para todas las REEs, por ello sólo se muestran en la 
figura tres REEs (La, Nd y Gd) representativas de los diferentes niveles de 
concentración en las muestras. El tamaño de partícula muestra una clara influencia a 
valores mayores de 200m (la eficiencia de extracción disminuye alrededor de 11 - 13 
%). Por consiguiente, para los experimentos restantes se utilizó la fracción de muestra 
con un tamaño de partícula inferior a 200 m. 
El tiempo y la amplitud de sonicación se estudiaron en los intervalos 30 s - 5 min y 
10 - 60 %, respectivamente. El efecto del tiempo de sonicación en la extracción del La, 
Nd y Gd se muestra en la Figura IV.4 (B). Como se puede observar, 3 min son 
suficientes para alcanzar extracciones cuantitativas. 
En la Figura IV.4 (C) se muestra el efecto de la amplitud de sonicación. Las 
eficiencias de extracción mejoran al aumentar la amplitud desde 20 hasta 50 % y se 
mantienen constantes para valores de amplitud más elevados. Por consiguiente, la 
amplitud seleccionada para la extracción de las REEs es 50 %. 
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Figura IV.4. Efecto del tamaño de partícula (A), amplitud (B) y tiempo de sonicación (C) en la extracción de REEs (La, 
Nd and Gd) de tejidos biológicos marinos. La línea continua indica el valor obtenido en la digestión asistida por 
microondas (A) o los valores certificados (B) y (C). Las líneas discontinuas muestran los intervalos de confianza. 
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IV.3.3. Validación de la metodología propuesta 
Los límites de detección (LODs, Limits of Detection) y cuantificación (LOQs, 
Limits of Quantification) metodológicos obtenidos se muestran en la Tabla IV.4. Los 
LODs y LOQs se determinaron siguiendo el criterio 3 y 10, respectivamente 
(donde es la desviación estándar de 10 medidas consecutivas del blanco) y 
considerando el tratamiento de la muestra. Con fines comparativos, los LODs y LOQs 
obtenidos siguiendo el procedimiento de MAD se han incluido en la Tabla IV.4. En 
general, con la metodología propuesta los LODs y LOQs mejoran en un factor de 5. 
La precisión del método descrito, expresada como desviación estándar relativa 
(RSD, Relative Standard Deviation), se ha evaluado en términos de repetibilidad 
(Tabla IV.4). Las RSDs obtenidas para tres extracciones independientes estuvieron 
comprendidas entre 0,1 y 8 % para todas las REEs. La precisión de tres réplicas dentro 
de la misma extracción fueron menores de 3 % en todos los casos. Estas RSDs son 
similares a las que se obtienen utilizando MAD. 
La exactitud del método se evaluó con el CRM BCR-668 de tejido de mejillón 
utilizando las condiciones óptimas. Los valores certificados y encontrados presentados 
en la Tabla IV.4 se expresan en ng g
-1
 de peso seco. En todos los casos, los resultados 
obtenidos estuvieron en concordancia con los valores certificados. No se encontraron 
diferencias significativas para un nivel de confianza del 95 % cuando se compararon 
los valores certificados y encontrados (t-test, texp < tcrit, tcrit = 4,303, 2 lados). 
IV.3.4. Análisis de pescados y mariscos 
La metodología propuesta se fue aplicada a la determinación de REEs en varias 
muestras de pescados y mariscos. Con fines comparativos, se utilizó la MAD para 
estas mismas muestras. 
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Tabla IV.4. 
Validación de la metodología propuesta mediante el CRM BCR-668. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados están expresados en ng g
-1
. 
a
 Valor medio ± intervalo de confianza (p<0,05). 
b 
Valor indicativo. Valor medio ± desviación estándar. 
c
 Valor medio ± intervalo de confianza (p<0,05, N=3). 
d
 Desviación estándar relativa correspondiente a la desviación de 3 extracciones independientes.
Elemento 
Valor certificado
a 
x±t·s/√n 
Valor encontrado
c 
x±t·s/√n 
Recuperación  
(%) 
RSD  
(%)
d
 
texp 
 UAE  MAD 
 LOD LOQ  LOD LOQ 
Y 59±5 60±2 101,8 1,3 0,866  0,05 0,17  0,25 0,84 
La 80±6 76±5 94,5 2,7 1,386  0,13 0,44  0,65 2,18 
Ce 89±7 82±7 91,7 3,6 1,732  0,10 0,35  0,52 1,74 
Pr 12,3±1,1 11,3±1,1 91,3 4,0 1,575  0,04 0,14  0,20 0,68 
Nd 54±4 50±4 93,3 3,1 1,732  0,09 0,31  0,47 1,57 
Sm 11,2±0,8 11,5±0,4 102,5 1,5 1,299  0,05 0,18  0,27 0,88 
Eu 2,79±0,16 2,59±0,22 92,7 3,5 1,575  0,02 0,05  0,08 0,26 
Gd 13,0±0,6 12,8±0,3 98,8 0,9 1,155  0,05 0,16  0,24 0,80 
Tb 1,62±0,12 1,44±0,20 88,9 5,6 1,559  0,01 0,03  0,05 0,16 
Dy 8,9±0,6 8,5±0,4 96,0 2,1 1,732  0,05 0,16  0,23 0,78 
Ho 1,8±0,6
b 
1,6±0,1 86,7 7,7 3,464  0,01 0,05  0,07 0,23 
Er 4,5±0,5 4,2±0,4 93,5 3,8 1,299  0,02 0,08  0,12 0,41 
Tm 0,48±0,08 0,50±0,07 104,7 6,0 0,742  0,01 0,04  0,06 0,19 
Yb 2,8±0,5
b 
2,4±0,2
e
 84,3 7,4 3,464  0,02 0,03  0,10 0,33 
Lu 0,389±0,024 0,386±0,025 99,2 2,6 0,208  0,01 0,04  0,03 0,22 
 
 
 
Capítulo IV 
 
144 
 
Los resultados obtenidos utilizando ambas metodologías (expresados como valor 
medio ± desviación estándar, N = 3) se muestran en la Tabla IV.5. No se encontraron 
diferencias significativas para un nivel de confianza del 95 % (t-test, texp < tcrit, tcrit = 
2,776, dos lados).  
Esto sugiere que la UAE puede ser empleada como una alternativa ventajosa a la 
MAD para la determinación de REEs en pescados y mariscos. La mejora en los LODs 
hace útil esta metodología propuesta para determinar concentraciones de REEs de 
referencia y estimar posibles riesgos para organismos marinos y humanos.  
Además, la UAE resulta una estrategia de tratamiento de muestra “verde”, lo cual 
resulta interesante dada la creciente preocupación por el medio ambiente. La UAE 
permite trabajar a temperatura y presión ambiente, reducir el consumo de reactivos (se 
emplea menos ácido) y, por tanto, la generación de residuos (en el caso de la MAD se 
tienen que eliminar aproximadamente 47 mL de muestra disuelta acidificada frente a 1 
mL en el caso de la UAE). 
En términos de tiempo de análisis, la mejora es clara para pocas muestras. Hasta 
24 muestras, el tiempo de análisis es comparable con el necesario para la MAD. En 
este caso se utilizarían aproximadamente 6,5 h por sesión de trabajo (considerando 1 h 
para el cambio de conos y la estabilización del ICP-MS y la re-calibración cada seis 
extractos). 
La metodología propuesta es muy útil para la evaluación de la presencia y 
tendencia de acumulación de REEs en diferentes especies de pescados y mariscos, 
proporcionando información sobre la acumulación de estos elementos. El contenido de 
REEs varía significativamente dependiendo de la especie (Tabla IV.5). En general, el 
berberecho es el que presenta un contenido más elevado en REEs, lo que se puede 
explicar en base a su hábitat (se trata de una especie filtradora que habita enterrada en 
los sedimentos costeros). 
 Capítulo IV 
 
 
145 
 
Tabla IV.5. 
Resultados analíticos de REEs (ng g
-1 
peso seco) obtenidos mediante extracción asistida por ultrasonidos y digestión asistida 
por microondas en pescados y mariscos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- Valor medio ± desviación estándar  
Elemento 
Extracción asistida por ultrasonidos  Digestión asistida por microondas 
Mejillón Berberecho Navaja Sardina Rapante  Mejillón Berberecho Navaja Sardina Rapante 
Y 69±1 819±5 205±5 5,8±0,3 6,6±0,2  70±1 816±5 202±6 6,0±0,4 7,2±0,2 
La 92±6 1005±7 315±4 16±1 4,0±0,2  92±6 1015±7 318±5 15,1±1,0 4,2±0,3 
Ce 132±8 1055±7 455±6 24±1 6,5±0,3  130±8 1053±7 454±6 24±2 6,6±0,4 
Pr 21±1 191±6 64±1 2,36±0,03 0,88±0,02  19±1 189±6 63±1 2,24±0,02 0,85±0,01 
Nd 76±3 434±5 190±4 6,6±0,5 3,2±0,3  76±4 429±5 187±4 7,3±0,6 3,7±0,3 
Sm 17,1±0,6 146±4 42±2 1,40±0,05 0,62±0,04  17,7±0,6 148±4 45±2 1,50±0,06 0,60±0,02 
Eu 3,7±0,1 40±1 9,6±0,8 0,72±0,02 <LOD  3,5±0,1 40±2 10,4±0,9 0,75±0,03 <LOD 
Gd 21,3±0,8 214±4 56±3 1,4±0,1 0,75±0,03  21±1 212±5 59±3 1,5±0,2 0,84±0,04 
Tb 2,83±0,09 27±1 7,1±0,1 <LOD <LOD  2,8±0,1 26±1 7,1±0,2 <LOD <LOD 
Dy 14,3±0,4 152±6 35±2 1,21±0,05 1,2±0,1  14,0±0,3 154±6 36±2 1,25±0,04 1,28±0,04 
Ho 2,7±0,2 27,4±0,9 6,6±0,4 <LOD <LOD  2,5±0,2 28,1±0,9 6,5±0,4 <LOD <LOD 
Er 6,3±0,4 70±3 16,8±0,7 0,25±0,02 0,62±0,05  6,3±0,5 71±3 16,3±0,6 0,27±0,01 0,64±0,02 
Tm 0,72±0,04 7,9±0,2 1,8±0,1 <LOD <LOD  0,65±0,04 8,3±0,2 1,82±0,06 <LOD <LOD 
Yb 4,0±0,2 134±3 10,0±0,2 <LOD <LOD  4,2±0,2 137±3 9,8±0,2 <LOD <LOD 
Lu 0,40±0,03 6,3±0,6 1,5±0,1 <LOD <LOD  0,38±0,04 7,1±0,6 1,3±0,1 <LOD <LOD 
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IV.4. CONCLUSIONES 
La UAE proporciona una metodología de tratamiento de muestra exacta y precisa 
para la determinación de REEs en tejidos biológicos marinos mediante ICP-MS. Para 
ello, es clave la limpieza o clean up de los extractos con cartuchos de intercambio de 
iones C18 de extracción en fase sólida no-polar para eliminar la mayoría de la materia 
orgánica de los extractos. Otro aspecto importante es la selección del 
185
Re como 
patrón interno. La deriva instrumental observada, debida a cambios en la eficiencia de 
nebulización y deposición de sales en la superficie de los conos durante el análisis, 
hace que la calibración deba verificarse. Se considera necesaria una re-calibración 
después de introducir seis extractos. Para la extracción cuantitativa de REEs, utilizando 
0,1 g de tejido biológico marino con un tamaño de partícula menor de 200 µm, se 
requieren 5 mL de una mezcla de HNO3 3 % (v/v) + HCl 2 % (v/v) como medio 
extractante, 3 min de tiempo de sonicación y 50 % de amplitud de sonicación. La UAE 
puede considerarse como una alternativa ventajosa respecto a la MAD por su 
“capacidad verde” (es decir, por su simplicidad, rapidez, bajo consumo de reactivos y 
menor generación de residuos) y por la mejora de sensibilidad que proporciona (los 
LODs y LOQs mejoran en un factor de 5). 
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V.1. INTRODUCCIÓN 
Durante la última década, los isótopos estables de plomo (
204
Pb, 
206
Pb, 
207
Pb y 
208
Pb) han sido usados con frecuencia como trazadores medioambientales en una gran 
variedad de muestras, incluyendo los organismos marinos [1-6]. En este sentido, se han 
utilizado las relaciones isotópicas 
206
Pb/
204
Pb, 
207
Pb/
204
Pb, 
208
Pb/
204
Pb, 
207
Pb/
206
Pb y 
208
Pb/
206
Pb [7]. De estas relaciones, la 
207
Pb/
206
Pb y 
208
Pb/
206
Pb se pueden medir con 
buena precisión, dado que su abundancia es relativamente significativa. Sin embargo, 
en la medida de las relaciones 
206
Pb/
204
Pb, 
207
Pb/
204
Pb y 
208
Pb/
204
Pb, a pesar de su 
importancia en estudios medioambientales [7], la precisión obtenida es pobre debido a 
la escasa abundancia del isótopo 
204
Pb. 
A día de hoy, las técnicas analíticas utilizadas para la medida de las relaciones 
isotópicas de plomo con elevada precisión son la espectrometría de masas con fuente 
de ionización térmica (TIMS, Thermal Ionization Mass Spectrometry) y la 
espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente de 
multicolector (MC-ICP-MS, Multicollector Inductively Coupled Plasma Mass 
Spectrometry) [8, 9]. En general, las medidas llevadas a cabo con TIMS necesitan 
mucho tiempo y los tratamientos de muestra utilizados requieren numerosas etapas, 
especialmente para las matrices ricas en materia orgánica [10]. El MC-ICP-MS ha 
ganado popularidad en las investigaciones medioambientales, donde suelen estar 
implicadas un gran número de muestras. Esta técnica ofrece una fuente de ionización 
más robusta que la utilizada en TIMS, lo cual permite incrementar la frecuencia de 
muestreo a presión atmosférica. A pesar de ello, la medida de las relaciones isotópicas 
con el MC-ICP-MS todavía conlleva algunas dificultades relacionadas con: i) el mass 
bias instrumental, el cual ha sido objeto de estudio en numerosos trabajos [11-16]; y ii) 
las interferencias debidas a la matriz de la muestra que hacen necesaria una separación 
del plomo previa a las medidas realizadas con el instrumento [17, 18]. 
Separar el plomo de la matriz implica la disolución de la muestra y el paso de 
esta, una vez disuelta, por una resina para la separación de la matriz. Ambos 
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procedimientos deben llevarse a cabo sin comprometer la calidad de las relaciones 
isotópicas. En varios estudios se detallan los procedimientos de separación de matriz 
utilizando comúnmente resinas de intercambio iónico [18] o de extracción 
cromatográfica [10, 19]. Por el contrario, muy pocos estudios han establecido 
directamente el papel de la disolución de la muestra para la medida de las relaciones 
isotópicas de plomo con MC-ICP-MS. Habitualmente se emplean de manera rutinaria 
tratamientos de muestra clásicos como la calcinación (DA, Dry Ashing) [20] y, con 
más frecuencia, la digestión ácida [3], incluyendo la digestión asistida por microondas 
(MAD, Microwave Assisted Digestion) [10, 21]. Según nuestro conocimiento, sólo 
Kylander et al. [20] han evaluado la MAD y la DA como procedimientos de 
preparación de muestra para la medida de las relaciones isotópicas de plomo por MC-
ICP-MS en muestras medioambientales. 
Los métodos basados en DA pueden conllevar problemas relacionados con la 
pérdida de plomo, la contaminación, la necesidad de tiempos de preparación de 
muestra elevados y el uso de reactivos auxiliares y ácidos concentrados [22]. Este 
último problema también puede atribuirse a la digestión ácida, ya que en esta se 
requieren importantes cantidades de ácidos concentrados para la disolución de las 
muestras. La contribución de los reactivos a los blancos es crítica para la medida de las 
relaciones isotópicas de plomo por MC-ICP-MS. Por ello, es indispensable que los 
reactivos, especialmente ácidos, tengan grados de pureza elevados. Habitualmente es 
necesario utilizar ácidos purificados por destilación o subboiling [10, 17, 19]. 
En este sentido, la extracción asistida por ultrasonidos (UAE, Ultrasound 
Assisted Extraction) es una metodología de preparación de muestra atractiva para la 
determinación de plomo en muestras biológicas, incluyendo organismos marinos [23-
28]. En general, se alcanzan recuperaciones cuantitativas utilizando cantidades de 
reactivos pequeñas (habitualmente unos pocos mililitros de ácido nítrico al 3 % v/v) y 
tiempos de extracción cortos (alrededor de 3 min) [23, 24, 26]. A pesar de ello, la UAE 
no se ha empleado para la medida de relaciones isotópicas. Ésta se ha usado 
principalmente con espectrometría de absorción electrotérmica (ETAAS, 
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Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry) [23-27] y, en menor extensión, con la 
espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente de cuadrupolo 
(Q-ICP-MS, Quadrupole Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) [28, 29]. 
Con este último, se han puesto en evidencia algunas dificultades relacionadas con los 
efectos de matriz y las derivas instrumentales [29]. La adaptación de la UAE a las 
medidas con el MC-ICP-MS puede ser compleja, debido a que en los extractos están 
presentes cantidades elevadas de materia orgánica co-extraída y elementos 
mayoritarios. Esto podría comprometer el procedimiento final de separación y la 
medida de las relaciones isotópicas de plomo. 
En este trabajo se presenta una evaluación de la UAE para la medida de 
relaciones isotópicas de plomo en tejidos biológicos marinos con MC-ICP-MS. MAD 
y DA fueron utilizadas con fines comparativos. La separación de la matriz se llevó a 
cabo utilizando la resina cromatográfica Sr-Spec
TM
 después de cada uno de los 
tratamientos de muestra utilizados (UAE, MAD y DA). Previamente a las medidas de 
las relaciones isotópicas de plomo en muestras de mejillón, se ha establecido la calidad 
de la medidas, en términos de exactitud y precisión, utilizando el estándar SRM-981. 
Además, se han evaluado dos sistemas de introducción de muestra, utilizando un 
micronebulizador y una cámara de nebulización ciclónica de doble paso (sistema que 
estará expresado como SIS, Sample Introduction System) y el sistema de desolvatación 
APEX IR. 
V.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
V.2.1. Instrumentación 
Las medidas isotópicas se han llevado a cabo con el espectrómetro de doble haz 
Thermo Finnigan Neptune (Bremen, Alemania). El instrumento está provisto de nueve 
copas Faraday ajustables, un contador de iones y un filtro de potencial de retardo de 
cuadrupolo (RPQ, Retardation Potential Quadrupole). Para la introducción de muestra 
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se ha empleado una cámara de nebulización ciclónica de doble paso con un 
nebulizador de perfluoroalcóxido (PFA, Perfluoroalcoxy) de 50 L (Thermo Finnigan) 
(SIS) y un sistema de desolvatación APEX IR (ESI, Elemental Scientific, Inc., Omaha, 
USA) con cámara de nebulización ciclónica (a 100 ºC) y condensador Peltier (a 2 ºC). 
Los constituyentes mayoritarios en las muestras (Ca, Na, K y Mg) fueron 
determinados utilizando el espectrómetro de emisión óptica ICP Optima 4300 DV 
(Perkin-Elmer, Überlingen, Alemania). 
La determinación cuantitativa del plomo total se llevó a cabo con el 
espectrómetro de absorción atómica Thermo Electron Corporation® series M5 
(Cambridge, UK) provisto de corrector de fondo de deuterio. Como fuente de radiación 
se utilizó una lámpara de cátodo hueco de plomo Thermo scientific (Cambridge, UK). 
Para las medidas de absorbancia molecular se usó el espectrofotómetro UV-
visible Uvikon 923 (Bio-Tek, Milan, Italy). 
La extracción asistida por ultrasonidos se llevó a cabo con un reactor ultrasónico 
UTR200® (Dr. Hielscher Company, Alemania) de 200 W y 24 KHz con soporte para 6 
viales. 
La digestión asistida por microondas de los tejidos biológicos marinos se llevó a 
cabo en un horno de microondas Multiwave 3000 (Anton Paar, Graz, Austria). Para 
ello, se utilizaron viales de Teflon PFA (Savillex, Minnetonka, USA) de 6 mL de 
capacidad colocados dentro de los reactores convencionales de Teflón PFA (tipo XF-
100) de 100 mL de capacidad. 
La calcinación de las muestras se llevó a cabo en una mufla modelo ELF 11/14 
Carbolite (Hope Valley, Inglaterra). 
Para la centrifugación de los extractos se utilizó una microcentrifuga Denver 
(Norfolk, Reino Unido). 
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En el pre-tratamiento de las muestras se usaron un liofilizador Telstar Cryodos-50 
(Tarrasa, España) y un molino de bolas Retsch MM 2000 (Haan, Alemania) equipado 
con copas (10 mL de capacidad) y bolas de ágata. 
V.2.2. Reactivos y estándares 
Para el desarrollo de este trabajo se utilizó agua desionizada ultrapura, obtenida 
con un sistema de purificación Milli Q (Millipore, San Quentin, Francia). El ácido 
nítrico empleado fue de grado ultrapuro (Hyperpur-Plus, Panreac, Barcelona, España) 
y el ácido clorhídrico de grado analítico (Panreac), por lo que fue necesaria su 
purificación por destilación con lámpara de infrarrojos. 
Los estándares de referencia (SRMs, Standard Reference Materials) SRM-981 de 
plomo y SRM-991 de talio fueron adquiridos del National Institute of Standards and 
Technology (NIST, Gaithersburg, USA). Los SRMs se prepararon mediante disolución 
ácida de la barra metálica de plomo y de las cizallas de talio con ácido nítrico 1:1. Las 
disoluciones patrón isotópicas de Pb y Tl se prepararon por dilución con ácido nítrico 
al 2 % (v/v). 
El material de referencia certificado (CRM, Certified Reference Material) ERM 
CE-278 de tejido de mejillón fue adquirido del Institute for Reference Materials and 
Measurements (IRMM, Geel, Belgium). 
Para la separación de la matriz se utilizó la resina de extracción cromatográfica 
Sr-Spec
TM
 (TrisKem International, Francia) con un tamaño de partícula de 50-100 m. 
Para el estudio del efecto de los elementos mayoritarios en las relaciones 
isotópicas de plomo se utilizó una disolución estándar multielemental (CPI 
International, Amsterdam, Noruega) con Ca, Na, K y Mg (1000 mg L
-1
). 
Para la determinación total de plomo mediante ETAAS se utilizó una disolución 
patrón de plomo (1000 mg L
-1
) obtenida a partir de Pb(NO3)2 (Panreac). 
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Pd(NO3)2·2H2O (Merck, Darmstadt, Alemania) fue usado como modificador de matriz 
(1,300 mg L
-1
). 
Todo el material utilizado en este trabajo fue lavado rigurosamente antes de su 
uso. Los frascos de teflón PFA, las botellas de teflón de etileno propileno fluorado 
(FEP, Fluorinated Ethylene Propylene) y contenedores de plástico se mantuvieron 24 h 
en ácido nítrico al 25 % (v/v). Después, el material se sonicó en un baño de 
ultrasonidos (Branson 3510 from Bransonic®, Danbury, USA) y se enjuagó repetidas 
veces con agua ultrapura. Todas las manipulaciones se llevaron a cabo en condiciones 
de sala limpia para evitar los posibles riesgos de contaminación. 
V.2.3. Pre-tratamiento de muestra 
La muestra de mejillón con 50 individuos (2 kg aproximadamente) fue adquirida 
en un mercado local de Vigo (Galicia, Noroeste de España). Los mejillones se lavaron 
con agua ultrapura y la parte comestible se homogeneizó y liofilizó. Las muestras secas 
se tamizaron hasta un tamaño de partícula inferior a 50 m. Estas se almacenaron en 
frascos de polietileno en nevera a 4 ºC. Posteriormente, la muestra fue sometida a 
diferentes tratamientos de muestra: UAE, MAD y DA. 
V.2.4. Procedimiento de extracción asistida por ultrasonidos 
Se pesan con exactitud alrededor de 20 mg de tejido de mejillón en viales 
Eppendorf (capacidad 1,5 mL) y se añade 1 mL de solución extractante (ácido 
clorhídrico 2 M). Después, las muestras se sonican en el sonorreactor durante 3 min a 
una amplitud de ultrasonidos del 60 %. A continuación, el sobrenadante líquido se 
separa de la fase sólida por centrifugación durante 5 min a 5000 rpm. El sobrenadante 
se transfiere a un tubo de centrífuga limpio, se lleva a cabo la separación química. Los 
blancos y el SRM-981 se tratan de la misma manera. 
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V.2.5. Procedimiento de digestión asistida por microondas 
La digestión asistida por microondas de los organismos marinos se llevó a cabo 
utilizando un procedimiento adaptado de Millos et al. [30]. Se pesan con exactitud en 
torno a 100 mg de tejido de mejillón en viales de Teflón PFA de 6 mL de capacidad y 
después se añaden 2 mL de ácido nítrico concentrado. El vial se introduce en un 
reactor convencional de digestión del microondas de teflón PFA de 100 mL de 
capacidad al cual se añaden 6 mL de agua para aumentar la presión externa y facilitar 
el calentamiento uniforme del reactor (Figura V.1). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura V.1. Vial de Teflón PFA pequeño 
introducido dentro de un reactor de Teflón 
PFA convencional de microondas. 
Los reactores así preparados se calientan en el horno de microondas siguiendo un 
programa preseleccionado (tiempo de digestión 30 min y potencia 700 W). Después de 
enfriar, los digestados se llevan a sequedad y el residuo se redisuelve con ácido 
clorhídrico 2 M. En cada tanda de digestiones se incluyeron un blanco y un estándar 
del SRM-981. Posteriormente la muestra se somete a la separación química. 
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V.2.6. Procedimiento de calcinación 
La calcinación se llevó a cabo siguiendo un procedimiento adaptado del método 
oficial de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists) 972.23 para la 
determinación de plomo en pescados mediante espectrometría de absorción atómica 
[31]. Para ello, se pesa con exactitud alrededor de 1 g de muestra en un crisol cerámico 
y se introduce en la mufla. La temperatura se eleva lentamente hasta 500 ºC, 
temperatura que se mantiene durante 16 h. Después de enfriar las cenizas hasta 
temperatura ambiente, se añade 1 mL de ácido nítrico concentrado para la lixiviación 
de estas. A continuación, las muestras se evaporaron cuidadosamente hasta sequedad y, 
entonces, se llevan nuevamente a la mufla durante otras 6 h a 500 ºC. Finalmente, el 
residuo se redisuelve con ácido clorhídrico 2 M y se transfiere a tubos de polietileno. 
Después de diluir, se lleva a cabo la separación química. El estándar del SRM-981 y el 
blanco se trataron de la misma manera. 
V.2.7. Separación química 
Las columnas para la separación de la matriz se prepararon en el laboratorio 
utilizando jeringas Eppendorf (diámetro interno 3,6 mm). Estas se cargan con 35 mg 
de resina (altura de cama 8 mm) utilizando una bomba peristáltica. En la parte inferior 
y superior de la resina se colocan filtros de micropipeta (fintip filters). La resina se lava 
con ácido clorhídrico para eliminar el posible plomo residual antes de su uso. Para 
evitar efectos de memoria, se utiliza cada vez una resina no usada o regenerada. La 
columna cargada se lava con 2 mL de ácido clorhídrico 8 M y se acondiciona con 1 
mL de ácido clorhídrico 2 M. La muestra disuelta se carga en la columna y después se 
pasan 4 mL de ácido clorhídrico 2 M para la elución de la matriz. A continuación, se 
pasan 2 mL de ácido clorhídrico 8 M para la elución del plomo. Esta fracción, que 
contiene el plomo, se lleva a sequedad para eliminar el ácido clorhídrico. Finalmente 
se redisuelve en ácido nítrico al 2 % (v/v). Previamente al análisis con el MC-ICP-MS, 
se añaden 5 g L-1 de Tl, tanto a blancos como a estándares y muestras. 
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V.2.8. Medidas con MC-ICP-MS 
Las medidas isotópicas se llevaron a cabo en modo estático (static collection) en 
siete copas Faraday. Las posiciones en las copas fueron las siguientes: 
202
Hg en L3, 
203
Tl en L2, 
204
Pb en L1, 
205
Tl en la copa central, 
206
Pb en H1, 
207
Pb en H2 y 
208
Pb en 
H3. Los parámetros instrumentales (voltaje de aceleración, configuración de lentes, 
posición de la antorcha y flujos de gas) se optimizaron diariamente utilizando una 
disolución control (tune) de 200 g L-1 de Pb y 50 g L-1 de Tl (con el SIS) o 20 g L-1 
de Pb y 5 g L-1 de Tl (con el APEX IR). Los parámetros instrumentales y las 
condiciones de operación típicas se muestran en la Tabla V.1. 
Antes de cada sesión de trabajo se llevó a cabo la calibración de la ganancia, la 
corrección de la línea base y el centrado de pico. Las medidas de blancos, estándares y 
muestras fueron obtenidas con 5 bloques de 10 ciclos. Los datos atípicos (± 2) se 
rechazaron de forma automática. Un tiempo de integración de 4,191 y un tiempo de 
admisión de muestra de 10 s proporcionaron señales estables en las medidas. Antes de 
cada muestra, se midió un blanco o un SRM para corregir la línea base. Los valores de 
los blancos fueron estables durante el transcurso de cada sesión de trabajo. 
Las medidas se llevaron a cabo utilizando la estrategia Standard-Sample-
Standard Bracketing (SSB), es decir, mediante el análisis de: blanco 1, disolución del 
SRM-981, blanco 2, muestra y así sucesivamente. Entre cada una de estas 
disoluciones, se aspira una disolución de lavado de HNO3 al 2 % (v/v). Con el APEX, 
se aspiró periódicamente una mezcla de HNO3 2 % (v/v) y HF 0,1 % (v/v) para evitar 
la acumulación de talio en el sistema. 
Para corregir el efecto de mass bias se llevó a cabo la normalización externa con 
Tl siguiendo la ley exponencial con la relación de referencia 
205
Tl/
203
Tl = 2,3871 ± 
0,0010. La interferencia isobárica del Hg en el 
204
Pb se corrigió mediante la 
monitorización del 
202
Hg y asumiendo la abundancia natural de los isótopos de 
mercurio (relación 
204
Hg/
202
Hg = 0,2298). 
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Tabla V.1. 
Parámetros instrumentales y condiciones de operación del MC-ICP-MS. 
 
a
 SIS  
b
 Sistema de desolvatación APEX IR 
V.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
V.3.1. Estudios preliminares 
La calidad de las relaciones isotópicas se aseguró considerando los diferentes 
parámetros que afectan a la exactitud y a la precisión, utilizando para ello la disolución 
estándar del SRM-981. Además, se evaluaron los dos sistemas de introducción de 
muestra, el SIS y el APEX. La sensibilidad se incrementa en un factor de 5 con el 
APEX. En base a ello, a lo largo del desarrollo de esta sección se utilizaron dos 
disoluciones estándar de plomo de distintas concentraciones: una de 200 g L-1 con el 
SIS y otra de 20 g L-1 con el APEX IR. 
Los resultados de exactitud y precisión obtenidos se muestran en la Tabla V.2. En 
dicha Tabla se incluyen también la repetibilidad, obtenida para cinco réplicas (short-
term precision), y la reproducibilidad correspondiente a un año (long-term precision). 
MC-ICP-MS Thermo Finnigan Neptune 
Voltage de aceleración (kV) 10 
Potencia del radiofrecuencia (W) 1200  
Potencia de reflexión (W) 6 
Flujos de Ar (L min
-1
)
 
Plasma, 15; auxiliar, 0,75; colisión, 0,85 
Vacío del analizador (mbar) 10
-9
 
Interfase Conos de Ni 
Sistema de detección Copas faraday 
Modo de adquisición Estático, detectores analógicos 
Flujo de muestra (L min-1) 50
a
, 100
b
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Las relaciones isotópicas de plomo medidas en este trabajo para el SRM-981 están en 
concordancia con las relaciones documentadas por otros autores que emplean el MC-
ICP-MS (Tabla V.2). 
En general, estos resultados son ligeramente inferiores a los obtenidos por TIMS. 
Las diferencias entre los valores obtenidos y certificados fueron: ≤ 0,01 % para la 
relación 
207
Pb/
206Pb; ≤ 0,04% para las relaciones 206Pb/204Pb y 207Pb/204; ≤ 0,1 % para 
las relaciones 
208
Pb/
204
Pb y Pb
 208
Pb/
206
Pb. Cuando la comparación se hace con los 
datos documentados por otros autores que utilizan el MC-ICP-MS Thermo Elemental 
Finnigan [32, 33], las diferencias fueron ≤ 0,01 % en todos los casos. 
La separación del plomo en la disolución del estándar se llevó a cabo con la 
resina de extracción cromatográfica Sr-Spec
TM
 en un único paso. Este procedimiento 
se ha comprobado en línea (on line) utilizando ácido clorhídrico 6 y 8 M como 
eluyentes. Para ello se utilizó una bomba peristáltica con dos canales (uno para el Pb y 
otro para el Tl). Los flujos se fijaron en 0,3 mL min
-1 
para el plomo y 1,6 mL min
-1 
para el talio, con el fin de tener una concentración final de ácido a la entrada del 
plasma en torno al 5 % (v/v). En la Figura V.2 (A) se muestran los perfiles de elución 
obtenidos para el SRM-981 con el ácido clorhídrico 6 y 8 M. Como se puede apreciar, 
0,5 mL de ácido clorhídrico 8 M son suficientes para la elución total del plomo en el 
estándar, mientras que de ácido clorhídrico 6 M son necesarios 3 mL.  
Un aumento en la concentración de ácido produce un marcado descenso del 
coeficiente de distribución del plomo entre la resina Sr-Spec
TM
 y el ácido clorhídrico 
[38]. Además, dado que tanto el estándar como las muestras tienen que ser llevadas a 
sequedad antes de las medidas con el MC-ICP-MS, el uso de un volumen de ácido 
menor reduce el tiempo y los riesgos de contaminación en esta etapa. 
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Tabla V.2. 
Relaciones isotópicas de plomo obtenidas y seleccionadas de la bibliografía en el SRM-981. 
MC-ICP-MS 
Introducción 
de muestra 
206
Pb/
204
Pb 
207
Pb/
204
Pb 
208
Pb/
204
Pb 
208
Pb/
206
Pb 
207
Pb/
206
Pb N
 a
 Ref. 
Thermo Finnigan Neptune SIS 16,9312 (36)
b
 15,4845 (35)
 b
 36,6761 (90)
 b
 2,16619 (21)
b
 0,91455 (6)
b
 25 Este trabajo 
 APEX IR 16,9318 (10)
b
 15,4842 (10)
b
 36,6760 (26)
b
 2,16611 (7)
b
 0,91450 (3)
b
 15 Este trabajo 
 SIS 16,9312 (36) 15,4845 (35) 36,6761 (90) 0,91455 (6) 2,16619 (21) 25 Este trabajo 
 APEX IR 16,9318 (10) 15,4842 (10) 36,6760 (26) 0,91450 (3) 2,16611 (7) 15 Este trabajo 
Thermo Finnigan Neptune SIS 16,9315 (118) 15,4824 (91) 36,6746 (220) 2,16606 (46) 0,91441 (28) 16 [32] 
 APEX IR 16,9308 (54) 15,4835 (24) 36,6733 (79) 2,16607 (30) 0,91451 (54) 13  
Thermo Electron Neptune SIS 16,9316 (152) 15,4857 (137) 36,6787 (298) 2,16633 (17) 0,914595 (53) 38 [33] 
Micromass Isoprobe CETAC Aridus 16,9413 (39) 15,4974 (51) 36,7239 (115) 2,16767 (63) 0,914767 (120) 35 [10] 
Micromass IsoProbe CETAC MCN 6000 16,9366 (29) 15,4900 (17) 36,7000 (23) 2,16691 (29) 0,91459 (13) 48 [11] 
VG Elemental Plasma 54 CETAC MCN 6000 16,9364 (55) 15,4912 (51) 36,6969 (128) 2,16677 (14) 0,91469 (5) 30 [34] 
Nu Plasma CETAC MCN 6000 16,932 (7) 15,487
c
 36,683
c
 2,1665 (2) 0,91463 (6) 15 [35] 
Nu plasma CETAC Aridus 16,9359 (41) 15,4896 (44) 36,6983 (139) 2,16689
c
 0,91460
c
 47 [15] 
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Continuación Tabla V.2 
MC-ICP-MS 
Introducción 
de muestra 
206
Pb/
204
Pb 
207
Pb/
204
Pb 
208
Pb/
204
Pb 
208
Pb/
206
Pb 
207
Pb/
206
Pb N
 a
 Ref. 
Nu plasma Spray chamber 16,9369 (39) 15,4904 (34) 36,6949 (87) 2,16657
c
 0,914595
c
 42 [36] 
 DSN-100 16,9373 (11) 15,4907(12) 36,6935 (39) 2,16643
c
 0,91459
c
 29  
Axiom-double focusing CETAC Aridus 16,942 (14) 15,501 (20) 36,7320 (61) 2,1679 (18) 0,91492 (39) 114 [16] 
Isoprobe Micromist 16,9416 (39) 15,49864
c
 36,72046
c
 2,16755 (25) 0,91486 (6) 16 [12] 
 CETAC Aridus 16,9357 (36) 15,49108
c
 36,69814
c
 2,16691 (42) 0,91470 (10) 89-92  
VG Elemental Plasma 54 Nebulizador expansión vidrio  16,9467 (33) 15,4899 (33) 36,6825 (33) 2,1646 (8) 0,91404 (33) 33 [13] 
Valores certificados (obtenidos con TIMS) 16,937 (11)
d
 15,491 36,721 0,91464 (33)
d
 2,1681 (8)
d
  [37] 
 
Los errores analíticos, expresados como 2, se muestran en paréntesis. Sólo se muestran las cifras significativas. 
 a 
N es el número de réplicas. 
b 
Valores obtenidos en una sesión de adquisición de datos. 
c 
Datos no proporcionados por los autores. Estos valores han sido recalculados. 
d 
Límites de error basados en el 95 % del nivel de confianza en la media de las medidas de las relaciones isotópicas.  
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Figura V.2. Perfiles de elución del plomo en el SRM-981 (A) y 
en la muestra de mejillón después de la UAE (B) y MAD (C). 
Las líneas rojas corresponden a la relación 203Tl/205Tl.
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Con el fin de minimizar los blancos de plomo, se comprobó la pureza del ácido 
clorhídrico y la posible contaminación de las disoluciones a su paso por la columna. En 
la Tabla V.3 se muestran los blancos asociados al procedimiento de separación. Como 
se aprecia en la Tabla, los blancos asociados al procedimiento de separación, 
incluyendo el paso de sequedad previo a las medidas, incrementan en un factor de 5 
con respecto al blanco de verificación (HNO3 al 2 % v/v con Tl). A pesar de ello, su 
contribución es insignificante (menor del 0,002 %) respecto a la cantidad de plomo 
analizada. 
Por otro lado, se evaluó el efecto de algunos elementos mayoritarios, 
constituyentes importantes de los organismos marinos, como son Ca, Na, K y Mg. Para 
ello, se añadieron mezclas de Ca, Na, K y Mg entre 10 y 120 mg L
-1
 (todos ellos en la 
misma concentración) a la disolución estándar del SRM-981.Cuando se utiliza el SIS, 
se observa una deriva instrumental significativa en las relaciones 
207
Pb/
206
Pb y 
208
Pb/
206
Pb con una concentración total de 40 mg L
-1
 de elementos mayoritarios. A 
modo de ejemplo, en la Figura V.3 (A) se muestra esta deriva en la relación isotópica 
207
Pb/
206
Pb. Por el contrario, no se observa influencia en las relaciones que implican al 
isótopo 
204
Pb, es decir en las relaciones 
206
Pb/
204
Pb, 
207
Pb/
204
Pb y 
208
Pb/
204
Pb. Cuando 
se usa el APEX IR, la deriva en las relaciones 
207
Pb/
206
Pb y 
208
Pb/
206
Pb es ya observada 
con 5 mg L
-1
 de elementos mayoritarios (Figura 3.B). Por tanto, el efecto de los 
elementos mayoritarios en los tejidos biológicos marinos se ve acentuado cuando se 
utiliza el APEX IR para la introducción de la muestra en el espectrómetro. 
En base a ello, se estudió cómo afecta a la separación de los elementos 
mayoritarios el procedimiento descrito anteriormente con la resina Sr-Spec
TM
.  
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Tabla V.3. 
Contribución de los blancos (ng de 
208
Pb) en las diferentes etapas del procedimiento de 
preparación de muestra utilizado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Procedimiento  Etapa  Blanco 
Blanco de verificación (HNO3, 2 % v/v y Tl)  -  0,07 
Separación cromatográfica  HCl, 2 M  0,08 
  columna + resina  0,20 
  columna + resina + sequedad  0,38 
Calcinación  directamente  0,57 
  + separación cromatográfica  1,22 
Digestión asistida por microondas   + sequedad  0,42 
  + sequedad + separación cromatográfica+ sequedad  1,56 
Extracción asistida por ultrasonidos  directamente  0,30 
  + separación cromatográfica + sequedad  0,81 
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Figura V.3. Efecto de los elementos mayoritarios en el 
(A) y el APEX IR (B). Los círculos negros son las 
relaciones isotópicas de plomo en el SRM-981 sin los 
elementos mayoritarios antes y después de estudiar este 
efecto, respectivamente. 
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Los elementos mayoritarios fueron determinados en el eluato final por 
espectrometría de emisión óptica con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-
OES, Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry). En todos los casos, 
las concentraciones obtenidas han estado por debajo del correspondiente límite de 
detección (LOD, Limit of Detection) (Tabla V.4), por lo que los principales 
inconvenientes causados por los elementos mayoritarios se solventan con esta 
separación. Por ello, dado que el APEX IR proporciona una sensibilidad mayor que el 
SIS, este sistema fue finalmente utilizado para la medida de las relaciones isotópicas de 
plomo en los tejidos biológicos marinos. 
V.3.2. Evaluación del procedimiento de UAE 
Con el fin de disponer de un extractante compatible con el procedimiento de 
separación, se empleó ácido clorhídrico 2 M para la extracción total de plomo. 
Para asegurar la extracción cuantitativa del plomo con el ácido clorhídrico, la 
UAE fue aplicada al material de referencia certificado ERM-CE 278 correspondiente a 
tejido de mejillón. La concentración de plomo total fue determinada por ETAAS. La 
concentración media y la desviación estándar obtenidas para tres réplicas 
independientes fueron 1,96 ± 0,04 g g-1. No existen diferencias significativas entre el 
valor encontrado y el valor certificado (2,00 ± 0,04 g g-1, test t, texp < tcrit, p < 0,005). 
Por tanto, el ácido clorhídrico fue utilizado como extractante. De esta manera, los 
extractos pueden ser introducidos directamente en la columna de separación, tras la 
centrifugación. 
Este procedimiento adaptado de UAE fue aplicado también a una muestra real de 
mejillón para la determinación de plomo total. Con fines comparativos se utilizaron 
además los procedimientos de MAD y DA. En ningún caso se observaron diferencias 
significativas entre los resultados obtenidos con los tres procedimientos (test t, texp < 
tcrit, p < 0,005, N = 3) (Tabla V.4). 
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Tabla V.4. 
Concentraciones de los elementos mayoritarios y de plomo total obtenidos 
en la muestra de mejillón utilizando diferentes tratamientos de muestra. 
 
 
 
 
 
 
Para la medida de las relaciones isotópicas de plomo con el MC-ICP-MS después 
de la UAE, a diferencia de los digestados y disoluciones obtenidas con MAD y DA, 
respectivamente, es importante tener en cuenta el elevado contenido de materia 
orgánica presente en los extractos. La presencia de la misma puede afectar al 
procedimiento de separación, ya que la resina se puede ensuciar (fouling) con la 
materia orgánica. Por tanto, se evaluó la idoneidad del procedimiento de separación del 
plomo en los extractos.  
Para ello, el contenido de materia orgánica en los extractos se estableció 
utilizando el procedimiento de Absorbancia UV (UVA, UV absorbance) [39]. La 
absorbancia UV se mide a 254 nm en el extracto original y en los eluatos obtenidos 
después de las etapas de carga y elución de la matriz. El eluyente utilizado en la etapa 
de elución de la matriz (4 mL de HCl 2 M) se adicionó en fracciones de 1 mL. De esta 
manera, se controla la absorbancia a los largo de todo el proceso de elución. Este 
estudio se llevó a cabo con tres extractos independientes de la muestra, utilizando una 
porción de resina diferente cada vez. 
El eluato correspondiente a la etapa de carga de la muestra contuvo el 85 ± 15 % 
de la materia orgánica total del extracto original. En la etapa de elución de la matriz, la 
Elemento 
Concentraciones (g g-1, peso seco)  LOD  
(g g-1) UAE MAD DA  
Ca 3961±138 3901±116 4913±132  0,28 
Na 35140±921 34820±872 35790±802  0,22 
K 12480±482 12810±414 13380±434  1,30 
Mg 4997±188 5135±150 5467±189  0,05 
Pb 1,54±0,02 1,56±0,02 1,54±0,04  0,01 
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primera fracción contuvo el 12 ± 3 % de la materia orgánica total introducida en la 
columna, la segunda fracción el 0,3 ± 0,1 %, la tercera el 0,14 ± 0,03 % y la cuarta no 
mostró la presencia de materia orgánica. Este estudio permite, por tanto, concluir que 
toda la materia orgánica se elimina antes de la separación del plomo. 
Asimismo, también se ha empleado MAD y DA como metodologías 
comparativas. La Figura V.3 muestra los perfiles de elución obtenidos para un extracto 
(B) y un digestado (C). No se ha observado ningún efecto en el perfil de elución 
debido a los diferentes tratamientos de muestra utilizados. Si bien, a diferencia del 
estándar SRM-981, cuando se consideran los extractos, digestados y disoluciones 
obtenidas después de cada uno de los procedimientos de preparación de muestra (UAE, 
MAD y DA respectivamente), el volumen de ácido necesario para la elución total del 
plomo es de 2 mL en todos los casos.  
Dado que las relaciones isotópicas del plomo están afectadas por los blancos, 
estos deben mantenerse lo más bajos posible. En este sentido, la preparación de la 
muestra es crítica. Por tanto, los blancos se comprobaron en las diferentes etapas 
implicadas en cada uno de los procedimientos comparados, es decir UAE, MAD y DA 
(Taba 3). Aunque todos los procedimientos son adecuados para la medida de las 
relaciones isotópicas, los blancos incrementan en el orden siguiente: UAE < DA < 
MAD. La contribución de los blancos metodológicos totales fue: el 0,005 % de la 
concentración de plomo para la UAE, el 0,01 % para la MAD y el 0,008 % para la DA. 
Los blancos más bajos proporcionados por la UAE se deben principalmente al uso de 
cantidades menores de reactivos y a que el número de etapas implicadas en este 
procedimiento es menor. 
Las relaciones isotópicas obtenidas para la muestra de mejillón después de 
utilizar los distintos tratamientos de muestra (UAE, MAD y DA) se presentan en la 
Tabla V.5.  
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Tabla V.5. 
Relaciones isotópicas de plomo en la muestra de mejillón (N= 3) obtenidas utilizando diferentes 
tratamientos de muestra. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Procedimiento 
206
Pb/ 
204
Pb 
207
Pb/ 
204
Pb 
208
Pb/ 
204
Pb 
207
Pb/ 
206
Pb 
208
Pb/ 
206
Pb 
Calcinación 18,3528 15,6300 38,3232 2,0881 0,8516 
±2  0,0137 0,0076 0,0124 0,0003 0,0003 
Digestión asistida por microondas  18,3393 15,6342 38,3293 2,0900 0,8527 
±2 0,0022 0,0091 0,0121 0,0031 0,0014 
Extracción asistida por ultrasonidos 18,3474 15,6342 38,3188 2,0885 0,8521 
±2 0,0114 0,0023 0,0126 0,0006 0,0005 
Valores de texp      
MAD-DA 0,926 0,955 2,447 1,271 0,895 
MAD-UAE 1,615 0,256 1,166 1,801 1,332 
DA-UAE 0,889 1,126 1,245 2,433 1,177 
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Los resultados obtenidos de los tres procedimientos fueron comparados dos a dos 
(test t, texp < tcrit, N = 3, p < 0,005, dos lados). En ningún caso se observaron diferencias 
significativas para un nivel de confianza del 95 %.  
Esto sugiere que la UAE resulta una alternativa interesante como tratamiento de 
muestra para la medida de las relaciones isotópicas de plomo con MC-ICP-MS. La 
UAE proporciona varias ventajas con respecto a MAD y DA, entre las que se pueden 
incluir: simplicidad, rapidez, bajo consumo de reactivos y de energía. Además, tal y 
como se ha demostrado, se reducen los riesgos de contaminación debido a que el 
número de etapas implicadas también se reduce (se evita la etapa de sequedad). El 
tiempo necesario para una extracción es de 8 min (3 min de sonicación y 5 min de 
centrifugación), mientras que en MAD se necesita 1 h aproximadamente (incluyendo 
los tiempos de calentamiento y enfriamiento) para la mineralización húmeda de las 
muestras y unas 5 h para llevar la muestra a sequedad antes de cargar la muestra en la 
columna. En el caso de DA, el tiempo de mineralización es de 24 h, lo que alarga 
mucho el análisis. 
V.4. CONCLUSIONES 
La combinación de la UAE con un procedimiento común de separación del plomo 
de la matriz y el MC-ICP-MS resulta adecuada para la medida de las relaciones 
isotópicas de plomo en tejidos biológicos marinos. La UAE permite simplificar y 
acortar el tiempo de la preparación de muestra en comparación con metodologías 
clásicas como la MAD y la DA. Este procedimiento conlleva un menor número de 
etapas, menor consumo de reactivos y, por tanto, una disminución de los riegos de 
contaminación. Los resultados obtenidos con UAE, MAD y DA fueron 
estadísticamente comparables. El procedimiento de separación de la matriz con la 
resina Sr-Spec
TM
 permite la eliminación total de la materia orgánica procedente de los 
extractos,  evitando así los posibles problemas relacionados con la materia orgánica. 
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Las principales conclusiones que se deducen del trabajo realizado en la presente 
Tesis Doctoral se pueden resumir en los siguientes puntos: 
1. El uso simultáneo de varias estrategias para la corrección de interferencias permite 
establecer una metodología simple para la determinación de 40 elementos en 
muestras de pescados y mariscos mediante digestión asistida por microondas y Q-
ICP-MS. Con la excepción del Ni, se ha demostrado que es posible medir los 
isótopos más abundantes para el análisis de pescados y mariscos. El modo CCT se 
recomienda para 
75
As y 
52
Cr y es obligado para 
80
Se. El ácido nítrico concentrado 
y la mezcla de ácido nítrico concentrado y peróxido de hidrógeno fueron 
igualmente efectivos como medio de digestión. El efecto conjunto del ácido nítrico 
y la matriz sobre las señales del As, Cu, Se, Sr y Zn se solventa por dilución del 
digestado hasta un 2 % v/v de este ácido. El Ge, In, Rh y Tb, utilizados como 
patrones internos, permiten compensan efectos de matriz. Para todos los elementos 
determinados se obtuvieron resultados exactos en los seis CRMs analizados. 
2. La utilización de ICP-MS en combinación con herramientas quimiométricas 
(LDA, SIMCA y ANNs) permite diferenciar los mejillones procedentes de Galicia 
con PDO. LDA y SIMCA pueden utilizarse con éxito para diferenciar entre 
mejillón gallego y foráneo. Sin embargo, cuando estas técnicas se aplican para 
clasificar los mejillones por ría de origen, surgen algunas discrepancias. El LDA 
con 16 elementos proporciona una capacidad de predicción alta (95,6 %), pero con 
falsos positivos y negativos. El SIMCA no proporciona resultados adecuados para 
clasificar las muestras por ría de origen, sin embargo, es de destacar su capacidad 
para detectar muestras foráneas. Cuando se utilizan las ANNs para esta finalidad, 
la clasificación es del 100 %, mejorando así el modelo de clasificación. Los 
errores de entropía cruzada obtenidos para los modelos empleados (3-MLP, 
16x6x5, 16x5x5, 16x4x5, 16x3x5) fueron pequeños. Teniendo en cuenta que el 
origen geográfico es una variable importante para regular la autenticidad, 
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especialmente cuando la marca de calidad ha sido reconocida, este trabajo 
proporciona una importante vía para detectar etiquetados engañosos y/o fraudes. 
3. El procedimiento de UAE con procesador ultrasónico de sonda propuesto resultó 
una metodología exacta y precisa para la determinación de REEs en tejidos 
biológicos marinos mediante Q-ICP-MS. Para ello, el clean up de los extractos 
con cartucho de intercambio de iones C18 de extracción en fase sólida no-polar 
fue clave para eliminar la mayoría de la materia orgánica en los extractos. Otro 
aspecto crucial fue la selección del 
185
Re como patrón interno. La deriva 
instrumental que se produce durante la medida de los extractos, debida a cambios 
en la eficiencia de nebulización y a la deposición de sales en los conos, implica 
que la calibración debe ser verificada continuamente. A este respecto, es necesario 
llevar a cabo una recalibración después de introducir 6 extractos en el instrumento. 
La extracción cuantitativa de REEs en 0,1 g de tejido biológico marino con un 
tamaño de partícula menor de 200 µm, se realiza en 3 min con el extractante 
adecuado, 5 mL de una mezcla de HNO3 (3 % v/v) y HCl (2 % v/v). La UAE 
puede considerarse como una alternativa ventajosa respecto a la MAD debido a su 
simplicidad, rapidez, bajo consumo de reactivos y por la mejora de sensibilidad 
que se alcanza (los LODs mejoran en un factor de 5). 
4. La adaptación llevada a cabo de la UAE y de un procedimiento común de 
separación de matriz resultó adecuada para la medida de las relaciones isotópicas 
de plomo en tejidos biológicos marinos con MC-ICP-MS. Los resultados 
obtenidos con UAE y tratamientos de muestra clásicos como MAD y DA 
demuestran que no hay diferencias significativas entre los mismos. Por lo que, la 
UAE puede considerarse una alternativa ventajosa para la medida de las relaciones 
isotópicas de plomo en tejidos biológicos marinos con elevada exactitud y 
precisión, dado que se simplifica y acorta el tiempo de preparación de muestra. 
Además, se reduce el número de etapas (se evita la etapa de sequedad), el 
consumo de reactivos y los riegos de contaminación. El procedimiento de 
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separación de la matriz con la resina Sr-Spec
TM
 permite eliminar la materia 
orgánica procedente de los extractos, evitando los posibles problemas relacionados 
con la misma. Mediante el empleo del APEX IR como sistema de introducción de 
muestra, la sensibilidad mejora en un factor de 5, sin comprometer por ello la 
exactitud y la precisión de las relaciones isotópicas de plomo. 
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ANEXO I 
Pescados, mariscos y productos derivados de ellos reconocidos con menciones geográficas europeas. 
Denominación Pescado / marisco País Mención Estado 
Oberpfälzer Karpfen Carpa
a
 Alemania PGI R 
Kalix Löjrom Huevas de corégono blanco
a
 Suecia PDO R 
Cornish Sardines Sardina
a
 Reino Unido PGI R 
Lough Neagh Eels Ánguila
a
 Reino Unido PGI S 
Traditional Grimsby Smoked Fish Filetes de bacalao y eglefino
a
 Reino Unido PGI R 
Phu Quoc Anchoa procesada
a
 Vietnam PDO S 
Melva de Andalucía Melva
a
 España PGI R 
Caballa de Andalucía Caballa
a
 España PGI R 
Huîtres Marennes Oléron Ostras
b
 Francia PGI R 
Scottish Farmed Salmon Salmón
a
 Reino Unido PGI R 
Acciughe sotto sale del Mar Ligure Anchoa en salazón
a
 Italia PGI R 
Trota del Trentino Trucha
a
 Italia PDO S 
Salmerino del Trentino Trucha ártica o salvelino
a
 Italia PDO S 
Fränkischer Karpfen / Franken-Karpfen /  
Frankenkarpfen / Karpfen aus Franken 
Carpa
a
 Alemania PGI S 
Aischgründer Karpfen Carpa
a
 Alemania PGI S 
Tinca Gobba Dorata del Pianalto di Poirino Tinca
a
 Italia PDO R 
Třeboňský kapr Carpaa Rep. Checa PGI R 
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Denominación Pescado / marisco País Mención Estado 
Holsteiner Karpfen Carpa
a
 Alemania PGI R 
Mejillón de Galicia / Mexillón de Galicia Mejillón
b
 España PDO R (2007) 
Yancheng Long Xia (transcripción en Latín) Camarón
b
 China PGI S 
Pohořelický kapr Carpaa Rep. Checa PDO R 
Karp zatorski Carpa
a
 Polonia PDO P 
Moules de Bouchot de la baie du Mont-Saint-Michel Mejillón
b
 Francia PDO P 
Anchois de Collioure Anchoa
a
 Francia PGI R 
Arbroath Smokies Arenque
a
 Reino Unido PGI R 
Oberpfälzer Karpfen Carpa
a
 Alemania PGI R 
Schwarzwaldforelle Trucha
a
 Alemania PGI R 
Clare Island Salmon Salmón
a
 Irlanda PGI R 
Coquille Saint-Jacques des Côtes d'Armor Vieira
b
 Francia PGI R (1998) 
Whitstable oysters Ostra
b
 Reino Unido PGI R (1997) 
Avgotaracho Messolongiu (transcripción en Latín) Huevas de botargo
a
 Grecia PDO R 
Información procedente de la base de datos “Door database” de la Comisión Europea [1] 
a
Pescado y 
b
marisco. 
S significa solicitada, P significa publicada y R significa registrada. 
En paréntesis se muestra el año de registro. 
Continuación ANEXO I 
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ANEXO II 
Estudios relevantes de autentificación de alimentos en base a la procedencia utilizando la composición de elementos traza, 
relaciones isotópicas de metal(oid)es y/o combinación de ambos. 
Producto 
Elem. / Rel. Isotóp. 
medidos 
Nº 
elem. 
med. 
Nº 
muestras 
T. Anal. T. Quim. 
Elem. / Rel. Isotóp. 
empleados 
Nº 
elem. 
empl. 
Origen Ref. 
Mariscos 
Mejillón 
As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, 
Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, 
Se, Sn, V, Zn 
15 30 ICP-MS PCA - 9 Italia, 3 regiones [2] 
Carne 
Carne de ave 
y de ternera 
72 (isótopos) 72 25 y 23 
HR-ICP-
MS 
LDA, PCA 
As, Na, Rb, Tl 
 
 
B, Cd, Dy, Eu, Ga, Li, Ni, 
Pd, Rb, Te, Tl, Tm, V, 
Yb, Zn 
4 
 
 
15 
 
6 y 5 países [3] 
Frutas, vegetales y cereales 
Fresas, 
arándanos y 
peras 
Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, 
Mg, Mn, Na, Ni, P, V, 
Zn 
13 325 ICP-AES 
PCA, CDA, 
QDA, NN, 
HCA 
Ca, Cu, Fe, Mn, Na, Zn 
 
Ca, Mg, K, Cu, Na, Fe, P 
 
Todos 
6 
 
7 
 
13 
Oregón vs 
Méjico, Chile y 
Argentina 
[4] 
Cebollas 
Ba, Cd, Co, Cs, Cu, 
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, 
P, Rb, Sr, Zn 
14 309 
FAAS, 
ICP-OES, 
ICP-MS 
LDA 
Ba, Cd, Co, Cs, Cu, Mg, 
Mo, Na, P, Rb, Sr, Zn 
12 
Japón (3 
regiones) y otros 
6 países 
[5] 
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Producto 
Elem. / Rel. Isotóp. 
medidos 
Nº 
elem. 
med. 
Nº 
muestras 
T. Anal. T. Quim. 
Elem. / Rel. Isotóp. 
empleados 
Nº 
elem. 
empl. 
Origen Ref. 
Cebollas 
Al, Ba, Ca, Cd, Ce, 
Co, Cs, Cu, Fe, K, La, 
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, 
P, Pb, Rb, Sr, Tl, Zn 
22 216 
FAAS, 
ICP-AES, 
ICP-MS 
LDA, 
SIMCA 
Ba, Ca, Cd, Ce, Co, 
Cs,Cu, K, Na, P, Sr, Tl, 
Zn 
 
13 
 
Japón y 3 
regiones de 
China 
[6] 
Cebollas 
Ba, Ca, Cd, Ce, Co, 
Cs, Cu, Fe, K, La, Mg, 
Mn, Mo, Na, Ni, P, 
Rb, Sr, Tl, Zn  
20  244 
FAAS, 
ICP-AES, 
ICP-MS 
LDA, 
SIMCA 
Todos 
20 y 
19/Mg 
Japón y 3 
regiones de 
China 
[7] 
Patatas 
Ca, Cu, Fe, K, Li, Mg, 
Mn, Na, Rb, Zn,  
10 307 
ETAAS, 
FAES, 
FAAS 
PCA, CA, 
LDA, KNN, 
SIMCA, 
MLF-ANN 
Todos 10 
España, 2 
regiones 
[8] 
Patatas 
Ba, Ca, Cd, Co, Cr, 
Cu, Fe, K, Mg, Mn, 
Mo, Ni, P, Pb, S, Sr, 
V, Zn 
18 608 ICP-AES 
PCA, CDA, 
DFA, KNN, 
ANN 
Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, 
Mg, Mn, Ni, P, S, Sr, Zn 
14 US y Canada [9] 
Patatas 
Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, 
Mg, Mn, Ni, Sr, Zn 
10 30 ICP-MS LDA Todos 10 Italia, 4 regiones [10] 
Pistachos 
Ba, Be, Ca, Cd, Co, 
Cr, Cu, Fe, K, Mg, 
Mn, Na, Ni, P, Sr, Ti, 
V, Zn  
18 400 ICP-AES 
PCA, CDA, 
LDA, ANN 
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, 
Na, P, Sr, V, Zn 
11 
Turquía, Irán y 
California  
[11] 
Continuación ANEXO II 
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Producto 
Elem. / Rel. Isotóp. 
medidos 
Nº 
elem. 
med. 
Nº 
muestras 
T. Anal. T. Quim. 
Elem. / Rel. Isotóp. 
empleados 
Nº 
elem. 
empl. 
Origen Ref. 
Pistachos,  
Nueces 
Macadamia y 
Zumo de 
naranja 
 
B, Ba, Ca, Cu, Fe, K, 
Mg, Mn, P, Rb, Zn 
11 
 
33 /  
40 /  
27 
ICP-AES, 
AAS 
CDA 
B, Ba, Ca, K, Mg, Rb, Zn 
 
Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, 
Mn, P, Zn 
 
B, Ba, Ca, K, Mn, P, Rb 
11 
 
 
9 
 
 
7 
Países 
5 
 
6  
 
 
6 
[12] 
Ajos 
B, Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, 
K, Li, Mg, Mn, Mo, 
Na, Ni, P, Rb, S, Sr, 
Ti, Zn 
18 - 
HR-ICP-
MS, 
FAAS 
PCA, DCA Todos 18 
11 países, varias 
regiones 
[13] 
Arroz 
87
Sr/
86
Sr 1 - 
MC-ICP-
MS 
Univariante 
87
Sr/
86
Sr 1 
China, Vietnam 
y Australia 
[14] 
Aceites 
Aceite de 
oliva 
As, Be, Ca, Cd, Co, 
Cr, Eu, Fe, Gd, Mg, 
Mn, Ni, Sb, Sc, Se, 
Sm, Sr, Y 
18 36 ICP-MS LDA Todos 18 Italia, 4 regiones  [15] 
Aceite de 
oliva 
Al, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, 
K, Mg, Mn, Na, Ni, 
Pb, Zn  
13 42 
ICP-AES, 
ETAAS  
Univariante Al, Co, Cu, K, Ni 5 
Croacia,14 
regiones 
[16] 
Aceite de 
oliva 
Al, Ba, Bi, Ca, Cu, 
Mg, Mn, Na, Pb, Sn 
10 - 
FAAS, 
ICP-MS 
PCA Al, Ba, Mn 3 España [17] 
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Producto 
Elem. / Rel. Isotóp. 
medidos 
Nº 
elem. 
med. 
Nº 
muestras 
T. Anal. T. Quim. 
Elem. / Rel. Isotóp. 
empleados 
Nº 
elem. 
empl. 
Origen Ref. 
Aceite de 
semilla de 
calabaza 
REEs 15 60 ICP-MS LDA Todos 15 
Austria (60 
plantaciones) y 
China 
[18] 
Otros productos 
Queso 
Ba, Ca, Cr, Cu, Hg, K, 
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, 
V 
12 278 
FAAS, 
ETAAS 
PCA, CA, 
FA, CDA 
Todos 12 
Europa,10 
países 
[19] 
Queso  
87
Sr/
86
Sr 1 58 
MC-ICP-
MS, TIMS 
Univariante 
87
Sr/
86
Sr 1 
7 países, varias 
regiones  
[20] 
Miel 
Al, As, Ba, Ca, Cd, 
Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, 
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, 
P, Pb, S, Se, Si, Sr, V, 
Zn 
24 24 ICP-OES 
CA, PCA, 
LDA 
Al, As, Cr, Cu, K, Li, Mg, 
Na, P, S, V 
11 
España, varias 
regiones 
[21] 
Miel 
Co, Cu, Fe, K, Li, Mg, 
Mn, Na, Ni, Rb, Zn 
11 42 
AAS, ICP-
OES 
PCA, LDA, 
KNN, SIMCA 
Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, 
Na, Rb, Zn 
9 
España, 1 región 
(natural) y otras 
regiones 
(procesada)  
[22] 
Azúcar de 
caña 
Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, 
Mn, Na, Pb, S, Se, Si, 
Sn, Sr, Zn 
15 156 ICP-OES 
PCA, 
HCA 
Todos 15 
Brasil, 3 
regiones 
[23] 
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Producto 
Elem. / Rel. Isotóp. 
medidos 
Nº 
elem. 
med. 
Nº 
muestras 
T. Anal. T. Quim. 
Elem. / Rel. Isotóp. 
empleados 
Nº 
elem. 
empl. 
Origen Ref. 
Café (granos)  
Al, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, 
Fe, K, Mg, Mn, Mo, 
Na, Ni, P, Pb, S, V, Zn 
18 160 ICP-AES 
PCA, CDA, 
NN 
Al, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, 
Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, 
S, V, Zn 
16 
Indonesia, 
África y 
América 
[24] 
Vinos 
Vino 
Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, 
Mn, Na, Sr, Zn 10 26 
FAAS, 
FAES 
LDA, PCA, 
CA 
Fe, Mg, Mn, Na, Zn 5 
España, 2 
regiones 
[25] 
Vino de jerez 
Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, 
Mn, Na, Sr, Zn 
 41 
FAAS, 
FAES 
LDA, CA Al, Fe, Mg, Na, Sr 5 
España, 3 
regiones 
[26] 
Vino 
Al, As, Ba, Be, Bi, Cd, 
Ca, Ce, Co, Cr, Cu, 
Dy, Er, Eu, Fe, Gd, 
Ho, K, La, Li, Lu, Mg, 
Mn, Mo, Na, Nd, Ni, 
Pb, Pr, Sc, Se, Sm, Sr, 
Tb, Ti, Tl, Tm, V, Y, 
Yb, Zn 
47 67 ICP-OES 
HCA, PCA, 
CART, DA 
Al, Ba, Be, Ca, Cd, Ce, 
Co, Cr, Cu, Dy, Er, Eu, 
Fe, Gd, Ho, K, La, Li, Lu, 
Mg, Mn, Mo, Na, Nd, Ni, 
Pb, Pr, Sc, Se, Sm, Sr, Tb, 
Ti, Tm, V, Y, Yb, Zn 
38 
España, 4 
regiones 
[27] 
Vino 
Al, As, B, Ba, Be, Ca, 
Co, Cr, Cu, Fe, Ga, K, 
Li, Mg, Mn, Na, Ni, 
Rb, Sr, Tl, U, V, Zn  
23 103 ICP-MS PCA Diferentes combinaciones 3-10 7 países [28] 
          
          
Continuación ANEXO II 
 
 
 
Anexos 
 
194 
 
 
         
Producto 
Elem. / Rel. Isotóp. 
medidos 
Nº 
elem. 
med. 
Nº 
muestras 
T. Anal. T. Quim. 
Elem. / Rel. Isotóp. 
empleados 
Nº 
elem. 
empl. 
Origen Ref. 
Vino (tinto) 
Ag, Al, As, B, Ba, Be, 
Bi, Br, Cd, Co, Cr, Cs, 
Cu, Ga, Ge, I, In, Li, 
Mo, Nb, Ni, P, Pb, Rb, 
S, Sb, Sc, Se, Si, Sn, 
Sr,Te, Th, Ti, Tl, U, V, 
W, Y, Z, REEs 
61 120 
AAS, 
ICP-MS 
CA, CVA 
Ag, Al, As, B, Ba, Br, Cd, 
Co, Cr, Cs, Ga, I, In, Li, 
Nb, Ni, P, Rb, S, Si, Sc, 
Se, Sr, Te, Th, Ti, Tl, V, 
Y, Z, REEs 
50 Italia, 3 regiones [29] 
Vino 
Al, As, B, Ba, Ca, Cd, 
Ce, Cl, Cr, Cs, Cu, Fe, 
Ga, La, Li, Mg, Mn, 
Mo, Na, Nb, Nd, Ni, 
Pb, Rb, Ru, Sb, Sc, Se, 
Si, Sn, Sr, Te, Ti, Tl, 
U, V, W, Y, Zn, Zr 
40 40 ICP-MS DA, PCA 
Al, B, Ba, Cl, Cs, Ga, La, 
Li, Mg, Mn, Nb, Ni, Rb, 
Sc, Se, Si, Sr, Tl, U, W 
20 
Sudáfrica, 3 
regiones 
[30] 
Vino (tinto) 
Ca, Cu, Fe, K, Li, Mg, 
Mn, Na, Rb, Sr, Zn 
11 83 
FAAS, 
AES 
LDA, ANN 
Ca, Fe, K, Li, Mg, Mn, Sr, 
Zn 
8 
España, 4 
regiones 
[31] 
Vino (tinto) 
As, Au, Ba, Be, Cd, 
Co, Cs, Cu, Ni, Pb, Pt, 
Rb, Re, Sb, Sn, Sr, Te, 
Ti, Tl, V, W, Zn, Zr, 
REEs 
39 153 ICP-MS 
FA, LDA, 
ANN 
As, Au, Ba, Be, Cd, Co, 
Cs, Cu, Ni, Pb, Pt, Rb, Re, 
Sb, Sn, Sr, Te, Ti, Tl, 
V,W, Zn, Zr 
23 
España, varias 
regiones 
[32] 
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Producto 
Elem. / Rel. Isotóp. 
medidos 
Nº 
elem. 
med. 
Nº 
muestras 
T. Anal. T. Quim. 
Elem. / Rel. Isotóp. 
empleados 
Nº 
elem. 
empl. 
Origen Ref. 
Vino 
Al, As, Ba, Cd, Ce, 
Co, Cr, Cs, Cu, Dy, Er, 
Eu, Fe, Ga, Gd, Ge, 
Ho, La, Li, Lu, Mn, 
Mo, Nb, Nd, Ni, Pb, 
Pr, Rb, Rh, Ru, Sb, 
Sm, Sn, Sr (3), Ta, Tb, 
Th, Ti, Tl, Tm, U, V, 
W, Yb, Zn, Zr 
48 112 ICP-MS DA Todos 48 
España e 
Inglaterra 
[33] 
Vino 
Ag, Al, As, Ba, Be, Bi, 
Br, Ca, Cd, Ce, Cl, Co, 
Cs, Cu, Fe, I, La, Li, 
Mg, Mn, Mo, Ni, P, 
Pb, Rb, Sb, Se, Sr, Th, 
Ti, Tl, U V, Zn 
34 95 ICP-MS PCA, DA 
Al, Co, Mn, Mo, Rb, Sb, 
Sr, U, V, Zn 
10 
Canada, 2 
regiones 
[34] 
Vino 
87
Sr/
86
Sr 2 7 ICP-MS Univariante 
87
Sr/
86
Sr 1 
Portugal (5 
regiones) y 
Francia 
[35] 
Vino 
87
Sr/
86
Sr 2 11 
ICP-SF-
MC-MS 
Univariante 1 1 
8 países, 11 
regiones 
[36] 
Vino 
Br, Ca, Cr, Cu, Fe, K, 
Mn, Ni, Rb, Sr, Zn 
11 7 TXRF PCA, HCA, 
KNN 
Br, Ca, Cr, Cu, 
Fe, K, Mn, Rb, Sr, Zn 
10 
6 países, 7 
regiones 
[37] 
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Producto 
Elem. / Rel. Isotóp. 
medidos 
Nº 
elem. 
med. 
Nº 
muestras 
T. Anal. T. Quim. 
Elem. / Rel. Isotóp. 
empleados 
Nº 
elem. 
empl. 
Origen Ref. 
Sidra 
Al, As, B, Ba, Be, Bi, 
Ca, Cd, Ce, Co, Cr, Cs, 
Cu, Fe, Ga, K, La, Li, 
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, 
Pb, Rb, Sb, Sc, Se, Sn, 
Sr, Ti, Th, Tl, U, V, 
W, Y, Zn, 
87
Sr/
86
Sr 
38 67 
ICP-MS, 
ICP-AES, 
MC-ICP-
MS 
PCA, LDA 
Al, As, Ba, Ca, K, Mg, 
Mn, Mo, Na, Rb, Sr,Ti, V, 
Zn y 
87
Sr/
86
Sr 
14 
España, Francia, 
Inglaterra y 
Suíza 
[38] 
Zumo de 
limón 
As, Br, Co, Cr, Fe, La, 
Na, Rb, Sb, Sc, Zn 
11 44 INAA PCA, LDA Todos 11 
Argentina, 3 
regiones  
[39] 
Té 
Al, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, 
Cu, Cs, Mg, Mn, Ni, 
Pb, Rb, Sr, Ti, V, Zn 
17 85 
ICP-AES, 
ICP-MS 
PCA, CA, 
LDA, SIMCA 
Todos 17 
Asia (10 
regiones) y 
África (6 
regiones) 
[40] 
Te 
Al, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, 
Cs, Cu, Fe, Hg, La, Li, 
Mg, Mn, Nd, Ni, Pb, 
Pr, Rb, Se, Sn, Sr, Ti, 
V, Zn 
25 15 
ICP-AES, 
ICP-MS 
PCA Todos 25 10 países [41] 
 
Elem. es elemento 
Rel. Isotóp. es relación isotópica 
Nº elem. med. significa número de elementos medidos.  
T. Anal. es técnica analítica. 
Continuación ANEXO II 
T. Quim es técnica quimiométrica. 
Nº elem. empl. significa número de elementos empleados. 
Ref. es referencia 
- Sin especificar 
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AAS Espectrometría de absorción atómica (Atomic Absorption Spectrometry) 
ADN Ácido desoxirribonucleico (Desoxirribonucleic Acid) 
ANN Red neuronal artificial (Artificial Neural Network) 
AOAC Association of Official Analytical Chemists 
BP-MLP Perceptrón multicapa con algoritmo de propagación por retroceso (Back 
Propagation Multilayer Perceptron) 
CA Análisis de conglomerados (Cluster Analysis) 
CART Árboles de clasificación y regresión (Classification and Regresion 
Trees) 
CCT Celda de colisión (Collision Cell Technology) 
CDA Análisis discriminante canónico (Canonical Discriminant Analysis) 
CRM Material de referencia certificado (Certified Reference Material) 
CUSUM Suma acumulada (Cumulative Sum) 
CVA Análisis canónico de la varianza (Canonical Variate Analysis) 
DA Calcinación (Dry-ashing) 
DFA Análisis de la función discriminante (Discriminant Function Analysis) 
DRC Celda de reacción (Dynamic Rection Cell) 
DS Doble adición (Double Spike) 
ETAAS Espectrometría de absorción atómica con atomización electrotérmica 
(Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry) 
ETV Vaporización electrotérmica (Electrothermal Vaporization) 
EU Unión Europea (European Union) 
FA Análisis factorial (Factor Analysis) 
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FAAS Espectrometría de absorción atómica en llama (Flame Atomic 
Absorption Spectrometry) 
FAES Espectrometría de emisión atómica en llama (Flame Atomic Emission 
Spectrometry) 
FEP Etileno propileno fluorado (Fluorinated Ethylene Propylene) 
FI Injección en flujo (Flow Injection) 
FI-HG- Espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente 
con inyección en flujo y generación de hidruros (Flow Injection Hydride 
Generation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) 
HCA Análisis jerárquico de conglomerados (Hierarchical Cluster Analysis) 
HFSE Elemento de campo de fuerza alto (High Field Strenght Elements) 
HR-ICP-MS Espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente 
de alta resolución (High Resolution Inductively Coupled Plasma Mass 
Espectrometry) 
ICP Fuente de plasma acoplado inductivamente (Inductively Coupled 
Plasma) 
ICP-AES Espectrometría de emisión atómica con fuente de plasma acoplado 
inductivamente (Inductively Coupled Plasma Atomic Emission 
Spectroscopy) 
ICP-MS Espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente 
(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) 
ICP-OES Espectrometría de emisión óptica con fuente de plasma acoplado 
inductivamente (Inductively Coupled Plasma Optical Emission 
Spectrometry) 
ICP-SF- Espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente 
de campo magnético y multicolector (Inductively Coupled Plasma Sector 
Field High Resolution Mass Spectrometry) 
ICP-MS 
HR-MS 
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ICP-TOF Espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente 
de tiempo de vuelo (Inductively Coupled Plasma Time-of-flight Mass 
Spectrometry) 
ID Dilución isotópica (Isotope Dilution) 
IE Energía de ionización (Ionization Energy) 
INAA Análisis por activación de neutrón (Instrumental Neutron Activation 
Analysis) 
IRMM Institute for Reference Materials and Measurements 
IS Patrón interno (Internal Standard) 
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry 
KNN K vecinos próximos (k-Nearest Neighbours) 
LA Ablación por laser (Laser Ablation) 
LCL Límite de control inferior (Lower Control Limit) 
LDA Análisis discriminante lineal (Linear Discriminant Analysis) 
LOD Límite de detección (Limit of Detection) 
LOQ Límite de cuantificación (Limit of Quantification) 
MAD Digestión asistida por microondas (Microwave Assisted Digestion) 
MC-ICP-MS Espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente 
de multicolector (Multicolector Inductively Coupled Plasma Mass 
Spectrometry) 
MLF-ANN Red neuronal artificial multicapa de alimentación hacia adelante 
(Multilayered Feedforward Artificial Neural Network) 
MLP Perceptrón multicapa (Multilayer Perceptron) 
MW Microondas (Microwaves) 
NN Red neuronal (Neural Network) 
-MS 
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NRCC National Research Council Canada 
PC Componente principal (Principal Component) 
PCA Análisis de componentes principales (Principal Component Analysis) 
PDO Denominación de origen protegida (Protected Designation of Origin) 
PFA Perfluoroalcóxido (Perfluoroalcoxy) 
PGI Indicación geográfica protegida (Protected Geographical Indication) 
PN Nebulización neumática (Pneumatic Nebulization) 
PTFE Politetrafluoretileno (Polytetrafluoroethylene) 
QDA Análisis discriminante cuadrático (Quadratic Discriminant Analysis) 
Q-ICP-MS Espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente 
de cuadrupolo (Quadrupole Inductively Coupled Plasma Mass 
Spectrometry) 
Q-MS Espectrómetro de masas de cuadrupolo (Quadrupole Mass Spectrometer) 
REE Tierras raras (Rare Earth Elements) 
RF Radiofrecuencia (Radio Frequency) 
RPQ Filtro de potencial de retardo de cuadrupolo (Retardation Potential 
Quadrupole) 
RSD Desviación estándar relativa (Relative Standard Deviation) 
SBR Relación señal-ruido (Signal - to - Background Ratio) 
SF Campo magnético (Sector Field) 
SF- Espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente 
de sector magnético (Double-focusing Sector Field Inductively Coupled 
Plasma-Mass Spectrometer) 
SIMCA Modelos independientes suavizados de analogía de clases (Soft 
Independient Modelling Class of Analogy) 
ICP-MS 
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SIS Sistema de introsucción de muestra (Sample Introduciotn System) 
SRM Estándar de referencia (Standard Reference Material) 
SSB Standard - Sample Bracketing 
TIMS Espectrometría de masas con fuente de ionización térmica (Thermal 
Ionization Mass Spectrometry) 
TMAH Hidróxido de tetrametilamonio (Tetramethylammonium Hydroxide) 
TS Triple adición (Triple Spike) 
TXRF Fluorescencia de rayos X por reflexión total (Total Reflection X-Ray 
Fluorescence) 
UAE Extracción asistida por ultrasonidos (Ultrasound-Assisted Extraction) 
UCL Límite de control superior (Upper Control Limit) 
US Ultrasonidos (Ultrasounds) 
USN Nebulización ultrasónica (Ultrasonic Nebulization) 
UVA Absorbancia UV (UV Absorbance) 
 
  
 

